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I.  EINLEITUNG 
Anaplasma phagocytophilum ist ein weltweit verbreitetes, obligat intrazelluläres 
Bakterium und gilt als Auslöser der granulozytären Anaplasmose. Der Erreger wird 
durch Zecken übertragen und kann eine Vielzahl verschiedener Säugetiere 
infizieren. Klinische Fälle wurden dabei für Hunde, Katzen, Pferde, domestizierte 
Wiederkäuer und Menschen beschrieben (WOLDEHIWET, 2010). Die humane 
granulozytäre Anaplasmose (HGA) ist die dritthäufigste durch zeckenübertragene 
Erkrankung in den USA und in Europa und gilt ebenso in Asien als eine sich 
ausbreitende Infektionskrankheit (SEVERO et al., 2012). Die klinische 
Ausprägung einer Infektion mit A. phagocytophilum äußert sich dabei meist in 
unspezifischen Symptomen wie mildem Fieber, Apathie, Leistungsabfall, Gelenks- 
und Gliederschmerzen, kann jedoch auch mit Komplikationen und einem tödlichen 
Krankheitsverlauf verbunden sein. Der Erreger ist daher von wachsendem human- 
und veterinärmedizinischem Interesse, wird in vielen Kliniken aber oft noch durch 
Zufall diagnostiziert (STUEN et al., 2013a; BAKKEN & DUMLER, 2015). 
Die Anzucht von A. phagocytophilum in Kultur ist aufgrund der Erregervariabilität 
und den besonderen morphologischen Eigenschaften mit verschiedenen 
Herausforderungen verbunden. Im Wirt infizieren die Bakterien vor allem 
neutrophile Granulozyten. Dabei existieren verschiedene genetische Varianten von 
A. phagocytophilum, welche sich in Pathogenität, Wirtsspezifität und Verbreitung 
unterscheiden (CHOI & DUMLER, 2003; RIKIHISA, 2011). Für die Diagnostik 
von HGA und für die in-vitro-Kultivierung humanpathogener Stämme werden in 
der Regel humane promyeloische Leukämiezellen (HL-60) verwendet 
(CARLYON, 2005; BAKKEN & DUMLER, 2006). Die Vermehrung der Erreger 
findet innerhalb der Wirtszellen in Membran-gebundenen Vakuolen statt, welche 
als „Morulae“ bezeichnet werden (CHEN et al., 1994). 
Um A. phagocytophilum für weiterführende Untersuchungen im Labor verwenden 
zu können, werden die intrazellulären Bakterien mittels verschiedener 
mechanischer Methoden aus den Zellkulturen freigesetzt (BORJESSON, 2008). 
Die Herausforderung besteht dabei die Wirtszellen aufzubrechen und das zerstörte 
Zellmaterial zu entfernen ohne dabei die Bakterien zu schädigen oder mit zu 
beseitigen. Im Unterschied zu anderen intrazellulären, Gram-negativen Erregern 
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besitzt A. phagocytophilum nur eine dünne Zellhülle ohne Peptidoglykanschicht 
und Lipopolysaccharide. Die Bakterien sind daher sehr sensitiv gegenüber 
mechanischen Stress und osmotischen Belastungen und es müssen spezielle, 
schonende Techniken verwendet werden um die Erreger aus den Wirtszellen 
freizusetzen und zu isolieren (LIN & RIKIHISA, 2003; CARLYON, 2005; 
FELSHEIM et al., 2006).  
Ziel dieser Arbeit war es daher ein optimiertes Protokoll für die Aufreinigung von 
A. phagocytophilum aus HL-60-Zellen unter Verwendung einer neuen Methode 
mithilfe von „rock tumbler grit“ zu testen. Anhand elektronenmikroskopischer 
Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass die während der intrazellulären 
Entwicklung vorliegenden Erscheinungsformen – die „dense-cored cells“ und die 
„reticulate cells“ – von A. phagocytophilum nach Lyse der Wirtszellen intakt 
erhalten blieben. Der quantitative Vergleich mit der herkömmlichen Methode via 
„syringe lysis“ ergab, dass mehr Bakterien bzw. bakterielle DNA aus den 
Wirtszellen durch die Verwendung von „rock tumbler grit“ freigesetzt werden 
konnte. Infektionsversuche in naiven Zellkulturen bestätigten die in-vitro-
Infektiösität der isolierten Bakterien. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
zeigen, dass das „rock tumbler grit“-Protokoll für eine effektive und zuverlässige 
Aufreinigung von A. phagocytophilum aus HL-60-Zellen verwendet werden kann. 
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II.  LITERATURÜBERSICHT 
1. Ätiologie 
1.1. Taxonomie 
Anaplasma phagocytophilum zählt zu der Familie Anaplasmataceae, in der 
Ordnung Rickettsiales und der Klasse der Alphaproteobacteria (Tabelle 1). Die 
aktuelle Bezeichnung umfasst dabei die vormalig einzeln geführten Erreger 
Ehrlichia equi, Ehrlichia phagozytophila und das Agens der humanen 
granulozytären Ehrlichiose (HGE) als genetisch unterschiedliche Varianten der 
Spezies A. phagocytophilum (DUMLER et al., 2001).  
Seitdem das Krankheitsbild der granulozytären Anaplasmose 1932 erstmals bei 
Schafen als „Tick-borne fever“ beschrieben wurde (GORDON et al., 1932), kam 
es mehrfach zu einer Revision der Erreger-Taxonomie (WOLDEHIWET, 2010). 
Die Umstrukturierung in der Systematik beruhte dabei auf der Morphologie, der 
Epidemiologie und auf dem klinischen Erscheinungsbild (FOGGIE, 1951, 1962; 
PHILIP, 1974; OGDEN et al., 1998). Die aktuelle Klassifizierung von A. 
phagocytophilum erfolgt seit dem Jahr 2001 anhand phylogenetischer 
Untersuchungen basierend auf den Gensequenzen der 16S RNA und des 
groESL-Operon (DUMLER et al., 2001). Aufgrund der genetischen Variabilität 
zwischen verschiedenen Stämmen von A. phagocytophilum sind Analysen des 
Gesamtgenoms von unterschiedlichen Isolaten Bestandteil weiterer 
phylogenetischer Untersuchungen (DUNNING HOTOPP et al., 2006; BARBET et 
al., 2013). Dabei erfolgt auch ein erweiterter Vergleich mit neuen Gensequenzen 
von Mitgliedern aus der Familie der Anaplasmataceae, um die taxonomische 
Einordnung zu verfeinern und anzupassen. (DUNNING HOTOPP et al., 2006; 
DUGAT et al., 2014). 
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Tabelle 1: Systematik der Familie Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001)   
Anaplasmataceae 
Anaplasma (A.) Ehrlichia (E.) Wolbachia (W.) Neorickettsia (N.) 
A. phagocytophilum E. canis W. pipientis N. risticii 
A. platys E. ewingii  N. sennsetsu 
A. bovis E. chaffeensis  N. helminthoeca 
A. marginale E. muris   
A. centrale E. ruminantium    
A. ovis      
    
1.2. Morphologie, Entwicklungsformen und allgemeine Eigenschaften 
Die Mitglieder der Gattung Anaplasma sind obligat intrazelluläre, Gram-negative 
Bakterien und parasitieren in zytoplasmatischen Vakuolen im haematopoetischen 
Gewebe sowie in reifen und unreifen Zellen der der myeloiden Reihe (RAR & 
GOLOVLJOVA, 2011). Zu dieser Gruppe gehört auch die Spezies A. 
phagocytophilum, welche durch einen starken Zelltropismus zu neutrophilen 
Granulozyten gekennzeichnet ist. Die Erreger sind unbeweglich und besitzen ein 
pleomorphes Erscheinungsbild. Innerhalb der Wirtszellen ist die Darstellung der 
Bakterien aufgrund des geringen Kontrasts zum Zytoplasma mittels Gram-Färbung 
nur schwer möglich. Zur Färbung der intrazellulär angesammelten Bakterien wird 
daher meist die Wright- oder Giemsa-Romanowsky-Färbung verwendet 
(CARLYON, 2005; DUMLER et al., 2007). Die Membran-gebundenen Vakuolen 
im Zytoplasma mit A. phagocytophilum färben sich dabei dunkelblau bis lila und 
erhalten ein maulbeeren-ähnliches Aussehen (Kapitel 5.2.2., Abb. 7). Dieses 
charakteristische Erscheinungsbild der angesammelten Bakterien führte zu der 
Bezeichnung „Morulae“ (vom lateinischen Wort „morum“ für Maulbeere) (CHEN 
et al., 1994; RIKIHISA, 2011). Diese basophile Struktur besitzt in der Regel einen 
Durchmesser von 1,5 – 2,5 µm und kann aber auch eine Größe von bis zu 6 µm 
erreichen (POPOV et al., 1998). Infizierte Zellen in Kultur enthalten in der Regel 
zwischen einer und fünf „Morulae“ mit einer durchschnittlichen Anzahl von 19-20 
Organismen pro Vakuole (YOSHIIE et al., 2000). Mittels Diff-Quick-Färbung 
können diese Erregeransammlungen auch im Blutausstrich sichtbar sein, lassen sich 
lichtmikroskopisch jedoch nicht von „Morulae“ von Ehrlicha ewingii 
unterscheiden (ISMAIL et al., 2010). Eine weitere Differenzierung sollte daher 
epidemiologisch und zur Bestätigung mittels PCR erfolgen. 
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Während der intrazellulären Entwicklung lassen sich elektronenmikroskopisch 
zwei morphologische Erscheinungsformen von A. phagocytophilum unterscheiden 
(Abb. 1). Die kleinere, kokkoide Form besitzt eine Größe von 0,2 - 2,0 µm und ein 
dichtes Nukleoid („electron dense-cored cell“, DC). Die größere, pleomorphe Form 
umfasst eine Größe von 0,7 - 2,0 µm und besitzt ein Nukleoid mit retikulärer 
Struktur („reticulate cell“, RC). Die genaue pathobiologische Funktion der DCs und 
RCs während der Infektion im Wirt ist noch nicht vollständig aufgeklärt. In 
Zellkulturen wurde jedoch experimentell gezeigt, dass die DCs die vermeintliche 
infektiöse Form ist und in naive Wirtszellen eindringen kann. Vor Untergang der 
Wirtszelle und Freisetzung der Anaplasmen erfolgt die Kondensation der RCs in 
die DCs und damit die erneute Umstrukturierung in die infektiöse Form. Die 
Entwicklung von A. phagocytophilum läuft innerhalb der Vakuolen synchron. Die 
Geschwindigkeit zur Umstrukturierung der DCs und RCs kann sich zwischen den 
„Morulae“ jedoch unterscheiden. Eine Fusion der zytoplasmatischen Inklusionen 
wie bei anderen obligat intrazellulären Erregern, wie z.B. Ehrlichia chaffeensis oder 
Chlamydia pneumoniae wurde bei A. phagocytophilum nicht beobachtet. 
 
 
 
 
A 
Abbildung 1: Anaplasma phagocytophilum DCs und RCs 
Modifiziert nach Troese und Carlyon (TROESE & CARLYON, 2009) 
[A] Intrazytoplasmatische Vakuole mit “dense cored cells” und [B] “reticulate 
cells” in einer HL-60-Zelle. Skalierungsbalken 0,5 µm. 
B 
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Sowohl die DCs als auch die RCs von A. phagocytophilum werden jeweils von zwei 
dünnen Membranen umgeben, was in elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
sichtbar wird (POPOV et al., 1998). Durch die Struktur der inneren glatten 
Membran und der äußeren geriffelten Membran entsteht ein periplasmatischer Spalt 
mit variierender Größe (RIKIHISA, 2011). Im Gegensatz zu anderen Gram-
negativen Bakterien besitzt A. phagocytophilum keine Peptidoglykanschicht oder 
Lipopolysaccharide (LPS) (RIKIHISA, 1991; RIKIHISA et al., 1997). Dies 
ermöglicht eine Form angepasste Entwicklung in den räumlich begrenzten 
Vakuolen und bietet zudem Schutz vor spezifischen Erkennungsmechanismen des 
Immunsystems des Wirtes (OTTEN et al., 2018). Die Peptidoglykanschicht und die 
LPS als Bestandteil der bakteriellen Zellwand enthalten charakteristische 
molekulare Strukturen, welche von den Zellen des angeborenen Immunsystems 
erkannt werden und als Folge eine Entzündungsreaktion zur Erregerelimination 
auslösen (Anhang, Abb. A1). Diese pathogen-assoziierten molekularen Muster 
(engl. pathogen-associated molecular pattern, PAMP) sind in vielen 
Mikroorganismen konserviert und kommen nicht in der Zellhülle eukaryotischer 
Zellen vor (SUKHITHASRI et al., 2013; NEYEN & LEMAITRE, 2016). Zur 
Identifizierung dieser Strukturmotive exprimieren neutrophile Granulozyten auf 
ihrer Oberfläche spezifische Rezeptoren (engl. pattern-recognition-receptors, 
PRR), zu denen auch die Toll-like-Rezeptoren gezählt werden (TAKEDA et al., 
2003; RIKIHISA, 2006). Zusätzlich können die PAMPs über unterschiedliche 
Proteine (engl. peptidoglycan-recognition-proteins, PRP) des Immunsystem 
detektiert werden (Anhang Tabelle A3) (OTTEN et al., 2018). Nach Bindung der 
PRR und PRP kommt es zu einer Immunantwort, welche die Aktivierung reaktiver 
Sauerstoffverbindungen, die Fusion von Lysozymen, die Freisetzung von Chemo- 
und Zytokinen, sowie verschiedener Signaltransduktions-Kasskaden zur 
Aktivierung der Autophagie und der Zellapoptose, beinhaltet (RIKIHISA, 2006; 
EKMAN & CARDELL, 2010). A. phagocytophilum kann diesen Mechanismen zur 
mikrobiellen Abwehr aufgrund der fehlenden Synthese einer Peptidoglykanschicht 
und LPS entkommen (RIKIHISA, 2010). Proteom-Analysen infizierter HL-60-
Zellen zeigten sogar ein durch A. phagocytophilum verursachte 
Herunterregulierung von spezifischen Toll-like-Rezeptoren (TLR1) (LIN & 
RIKIHISA, 2003). Diese strukturelle Besonderheit der bakteriellen Zellhülle geht 
jedoch ebenfalls mit einer hohen Empfindlichkeit gegenüber mechanischen 
Belastungen und osmotischen Veränderungen einher. Als 
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Kompensationsmechanismus entwickelte A. phagocytophilum die Fähigkeit 
Cholesterol in die Zellhülle einzubauen um die strukturelle Integrität aufrecht zu 
erhalten (LIN & RIKIHISA, 2003). Trotzdem müssen spezielle, schonende 
Techniken, für die Isolierung der Erreger aus der Zellkultur für verschiedene 
Untersuchungen angewendet werden (Kapitel 5.2.3.). 
1.3. Zellinvasion und Kolonisation 
A. phagocytophilum besitzt einen ausgeprägten Zelltropismus zu phagozytierenden 
Zellen, speziell zu neutrophilen Granulozyten (CHOI et al., 2005). Die Erreger sind 
jedoch ebenfalls in der Lage eosinophile Granulozyten, Vorläuferzellen aus dem 
Knochenmark, sowie Endothelzellen zu infizieren (KLEIN et al., 1997; BAYARD-
MC NEELEY et al., 2004; WOLDEHIWET, 2010). In-vitro-Studien haben gezeigt, 
dass A. phagocytophilum in humane Mikroendothelzellen (HMEC-1) eindringen 
und sich dort vermehren kann (MUNDERLOH et al., 2004). Zudem wurde 
beobachtet, dass es bei der Co-Inkubation mit polymorphkernigen Leukozyten 
(engl. polymorphnuclear cells, PMN) zu einer direkten Übertragung der Erreger auf 
neutrophile Granulozyten kommt (HERRON et al., 2005). Daher wird vermutet, 
dass Endothelzellen als Reservoir für die Vermehrung und für die Verbreitung von 
A. phagocytophilum dienen können. Die Aufnahme der Erreger in die Wirtszelle 
erfolgt über Rezeptor-vermittelte Endozytose (GOODMAN et al., 1999; HERRON 
et al., 2000). In humanen neutrophilen Granulozyten und promyeloischen 
Leukämiezellen (HL-60) erfolgt die Bindung über das Tetrasaccherid sialyl lewisx 
(sLex) des P-Selektin-Glykoproteinliganden-1 (PSGL-1). Dabei kommt es 
gleichzeitig zur Phosphorylierung der Effektorkinase Rho-Kinase 1 (ROCK-1), ein 
Schlüsselmolekül bei der Organisation der Aktinfilamente (THOMAS & FIKRIG, 
2007). Am Ende dieser Signalkaskade beginnt die Umstrukturierung des 
Zytoskeletts, welche das Eindringen und die Etablierung des Erregers in der 
Wirtszelle erleichtert (RIKIHISA, 2011). Bei der spezifischen Bindung an 
Oberflächenrezeptoren wurden jedoch große wirtsabhängige Unterschiede 
beobachtet. So wurde in einem Mausmodel eine PSGL-1 unabhängige Infektion 
beschrieben (CARLYON et al., 2003). Dies ist eine Erklärung warum die 
verschiedenen genetischen Varianten eine unterschiedliche Wirtsspezifität 
aufweisen können. Stämme von A. phagocytophilum, welche nicht humanpathogen 
sind können daher nicht oder nur sehr schwer in den routinemäßig verwendeten 
HL-60-Zellen kultiviert werden (CARLYON et al., 2003; MASSUNG et al., 2007). 
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Die Replikation der Erreger innerhalb der Wirtszellen erfolgt in den Membran-
gebundenen, zytoplasmatischen Vakuolen (SEVERO et al., 2012). Durch aktive 
Modulation wirtseigener, membranassoziierter Proteine werden Nährstoffe für die 
Entwicklung und Vermehrung zur Verfügung gestellt. So wurde gezeigt, dass die 
Proteine APH_1387 und APH_0032 sich während der Zellkolonisation an die 
Vakuole anlagern, dabei jedoch nicht über das Typ-IV-Sekretionssystem der 
Bakterien selbst sekretiert werden (HUANG et al., 2010a; HUANG et al., 2010b). 
Die Teilung und Vermehrung der Erreger führt zu einer Ausdehnung der Vakuolen 
im Zytoplasma, wobei eine Fusion mit Lysosomen und damit die Reifung zum 
Phagolysosom durch Beeinflussung der bakteriellen Proteinsynthese verhindert 
wird (WEBSTER et al., 1998; GOKCE et al., 1999; MOTT et al., 1999). 
Gleichzeitig kommt es zur Stimulation der IL-8 Produktion zur Rekrutierung von 
Granulozyten, welche nach Zelllyse und Freisetzung der Erreger als naive 
Wirtszellen dienen und ein neues Ziel für die bakterielle Infektion darstellen 
(AKKOYUNLU et al., 2001; RIKIHISA, 2010). 
Neutrophile Granulozyten stellen primäre Effektorzellen des Immunsystems zur 
mikrobiellen Abwehr dar (COHEN, 1994; TAKEDA et al., 2003). Für das 
intrazelluläre Überleben hat A. phagocytophilum verschiedene Strategien zur 
Etablierung der Infektion entwickelt. Da neutrophile Granulozyten eine kurze 
Lebenszeit besitzen (Halbwertszeit 6 - 7 h im Blut, Überlebensdauer 24 - 48 h im 
Gewebe) verzögert A. phagocytophilum über verschiedene Mechanismen die 
Apoptose (YOSHIIE et al., 2000; CARLYON & FIKRIG, 2003; SCAIFE et al., 
2003). Damit ist ein längerer Zeitraum für die Vermehrung der Erreger 
gewährleistet. Weiterhin wird die Bildung von toxischen Sauerstoffverbindungen, 
welche einen wichtigen Abwehrmechanismus bilden, eingeschränkt (WIENTJES 
& SEGAL, 1995; WANG et al., 2002). Dabei wird über das bakterielle Protein 
AnkA im Zellkern die Transkription von Komponenten der NADPH-Oxidase 
(gp91phox, rac2) inhibiert (CARLYON et al., 2002; GARCIA-GARCIA et al., 
2009). Dies führt zu einer reduzierten Bildung von Superoxid-Anionen (O2
-) in den 
Neutrophilen (WANG et al., 2002). Bei einer Infektion mit A. phagocytophilum 
wurde zudem gezeigt, dass es zu einer Verringerung der Phagocytoseaktivität und 
der Motilität der Granulozyten kommt (GARYU et al., 2005). Durch den Verlust 
spezifischer Selektine, wie des L-Selektinliganden (CD62L) auf der Zelloberfläche 
der Neutrophilen wird das Anhaften am Endothel und die Integrin-vermittelte 
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Transmigration erschwert (CHOI et al., 2003). Die Verringerung der Diapedese und 
der Neutrophilenmigration im entzündlichen Gewebe führt wiederum zu einer 
Inhibition der Zellaktivität im Rahmen der Entzündungskasskade, was die 
Etablierung von A. phagocytophilum innerhalb des Wirtes erleichtert (SCHAFF et 
al., 2010; SEVERO et al., 2012). 
 
2. Epidemiologie 
2.1. Lebenszyklus und vektorielle Übertragung 
Der Lebenszyklus von A. phagocytophilum umfasst die Entwicklung und 
Vermehrung des Erregers in Zecken, welche als Vektoren fungieren, sowie die 
Reproduktion in empfänglichen Wirtstieren, welche wiederum als Reservoir für 
eine erneute Infektion dienen (RIKIHISA, 2011). 
Die Übertragung von A. phagocytophilum erfolgt durch Schildzecken des Ixodes-
persulcatus-Komplexes (STUEN et al., 2013a). In Europa gilt I. ricinus als 
Hauptvektor, in den USA I. pacificus und I. scapulris und in Asien I. persulcatus 
(Abb. 2) (WOLDEHIWET, 2010). Auch in Spezies andere Zeckengattungen wurde 
DNA von A. phagocytophilum nachgewiesen, die Vektorkompetenz konnte jedoch 
bisher nur für Spezies der Gattung Ixodes in verschiedenen Studien bewiesen 
werden (TELFORD et al., 1996; DES VIGNES et al., 1999; ZEIDNER et al., 2000; 
TEGLAS & FOLEY, 2006). Die Aufnahme der Bakterien von infizierten Wirten 
erfolgt während einer Blutmahlzeit mit anschließender Invasion von Zellen des 
Mitteldarmepithels (TELFORD et al., 1996). Experimentell wurde gezeigt, dass 
eine Übertragung auf naive Larven innerhalb von 24 h nach Anheftung an 
infizierten Mäusen stattfinden kann (DES VIGNES et al., 2001). Nach initialer 
Vermehrung in den Darmepithelzellen gelangt der Erreger zu den sekretorischen 
Endstücken (Acinus) der Speicheldrüsen, über die es zu einer erneuten bakteriellen 
Übertragung von der Zecke auf einen Wirt während der Blutaufnahme kommen 
kann (TELFORD et al., 1996; FELEK et al., 2004).  
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Infizierte Zecken sind in der Lage 24 - 48 h nach Anheftung die Erreger auf den 
Wirt zu übertragen (HODZIC et al., 1998a; KATAVOLOS et al., 1998; DES 
VIGNES et al., 2001). In den Zecken bleibt A. phagocytophilum während der 
Blutaufnahme enthalten und überdauert die transtadiellen Entwicklung (TELFORD 
et al., 1996; OGDEN et al., 1998). Eine transovarielle Übertragung konnte mit 
Ausnahme von Dermacentor albipictus (BALDRIDGE et al., 2009) noch nicht 
nachgewiesen werden (DUNNING HOTOPP et al., 2006). Zwei experimentelle 
Studien berichteten eine Übertragung von A. phagocytophilum zwischen Zecken 
bei gleichzeitiger Blutmahlzeit auf einem naiven Wirt („Co-feeding“), dieser 
Übertragungsweg gilt jedoch als sehr selten (LEVIN & FISH, 2000; OGDEN et al., 
2003). Ixodes spp. können sich nach Schlupf aus den Eiern in jeder Phase der 
Entwicklung infizieren, während die Übertragung des Erregers auf neue Wirte 
durch Nymphen und Adulte erfolgt (DUGAT et al., 2015). Die höchsten 
Infektionsraten wurden dabei in adulten Zecken nachgewiesen. Dies begründet sich 
damit, dass durch mehrere Blutmahlzeiten eine höhere Wahrscheinlichkeit besteht 
die Erreger aufzunehmen (STUEN et al., 2013a). Da es nicht zu einer 
generationsübergreifenden Weitergabe der Bakterien kommt, kann sich keine 
persistierende Infektion in der Vektorpopulation etablieren und weitere Reservoire 
Abbildung 2: Geographische Verbreitung von Ixodes spp. Zecken als 
primäre Vektoren von Anaplasma phagocytophilum  
Modifiziert nach Greene (GREENE, 2012) 
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für A. phagocytophilum sind notwendig um den endemischen Zyklus aufrecht zu 
erhalten (Abb. 3) (DUGAT et al., 2015).  
2.2. Wirte und Reservoire 
A. phagocytophilum kann eine Vielzahl verschiedener Wirbeltiere infizieren 
(WOLDEHIWET, 2010). Dies steht im direkten Zusammenhang mit der 
Verbreitung der Vektoren und deren breitem Wirtsspektrum (STANEK, 2009). Die 
Abbildung 3: Lebenszyklus von Anaplasma phagocytophilum  
Modifiziert nach Rikihisa (RIKIHISA, 2011) 
Die Übertragung von Anaplasma phagocytophilum erfolgt in der Zeckenpopulation 
transstadial, jedoch nicht transovarial. Der Lebenszyklus wird durch die gegenseitige 
Übertragung zwischen Vektoren und Reservoiretieren aufrechterhalten. Der Mensch ist 
dabei ein Fehlwirt und kein Bestandteil der natürlichen Verbreitung. In Experimenten 
mit verschiedenen Stämmen von Anaplasma phagocytophilum zeigten sich zusätzlich 
Unterschiede in der Wirtsspezifität der Erreger und deren Epidemiologie.  
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Reservoiretiere werden durch die Zecken als Blutwirte ausgewählt und somit 
anschließend für die Replikation und Verbreitung des Erregers genutzt (KAHL et 
al., 2002; STANEK, 2009). Ein klinisches Krankheitsbild wurde dabei bisher bei 
Hunden (Canis lupus familiaris) (MADEWELL & GRIBBLE, 1982), Katzen 
(Felis catus) (BEAUFILS, 1997), Pferden (Equus caballus) (GRIBBLE, 1969; 
MADIGAN & GRIBBLE, 1987), Lamas (Lama glama) (BARLOUGH et al., 
1997), Ziegen (Capra aegagrus hircus) und Schafen (Ovis gmelini aries) 
(GORDON et al., 1940) und in Rindern (Bos taurus) in Europa beschrieben 
(HUDSON, 1950; ENGVALL et al., 1996). Auch humane Infektionen mit A. 
phagocytophilum wurden bereits diagnostiziert (CHEN et al., 1994), der Mensch 
gilt allerdings als Fehl- bzw. Endwirt, da es über ihn nicht zu einer Verbreitung der 
Infektion kommt (AGUERO-ROSENFELD et al., 1996; RIKIHISA, 2011).  
Eine große Bedeutung als natürliches Reservoir für A. phagocytophilum spielen 
wildlebende Wiederkäuer. In Asien, Europa und in den USA wurden in vielen 
verschiedenen Spezies spezifische Antikörper gegen A. phagocytophilum 
nachgewiesen (STUEN et al., 2013a). In den USA gelten dabei Weißwedelhirsche 
(Odocoileus virginianus) (MASSUNG et al., 2005) und in Europa das Rotwild 
(Cervus elaphus) (STUEN et al., 2013b) sowie Rehe (Caperolus capreolus) 
(SILAGHI et al., 2011b) als Hauptquellen zur Übertragung und Verbreitung des 
Erregers in der Zeckenpopulation (STUEN et al., 2013a). In einer Studie wurde 
experimentell bewiesen, dass im Rotwild eine Infektion mit A. phagocytophilum 
über mehrere Monate persistieren und es in diesem Zeitraum zu einer erneuten 
Infektion naiver Zecken kommen kann (STUEN et al., 2001). In endemischen 
Gebieten stellen Nagetiere, wie Ratten, Waldmäuse, Spitzmäuse, Wühlmäuse, 
Eichhörnchen und Streifenhörnchen, eine zweite große Gruppe dar in denen A. 
phagocytophilum nachgewiesen wurde (STUEN et al., 2013a). Im Osten und 
mittleren Westen der USA zählen die Weißfußmaus (Peromyscus leucopus), die 
Dunkelfußholzratte (Neotoma fuscipes) (NICHOLSON et al., 1998) und das 
Grauhörnchen (Sciurus griseus) (NIETO & FOLEY, 2008) als wichtige Reservoire 
für A. phagocytophilum. So wurde in der Weißfußmaus u.a. die human-pathogene 
Variante Ap-ha identifiziert (MASSUNG et al., 2003a). In Europa konnte bereits in 
über neun verschiedenen Nagetier-Spezies die DNA von A. phagocytophilum 
nachgewiesen werden. Die Seroprävalenzen waren jedoch geringer als die in 
wildlebenden Wiederkäuern (STUEN et al., 2013a). Als wahrscheinliche natürliche 
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Reservoire gelten die Rötelmaus (Myodes glareolus), die Waldmaus (Apodemus 
sylvaticus) und die Gelbhalsmaus (Apodemus flavicollis) (LIZ et al., 2000; STUEN 
et al., 2013a). In vereinzelten Studien wird zudem die epidemiologische Bedeutung 
von Füchsen (Vulpes vulpes und Urocyon cinereoargenteus) (HULÍNSKÁ et al., 
2004; GABRIEL et al., 2009), Bären (Ursus arctos und Ursus americanus) 
(DRAZENOVICH et al., 2006; VÍCHOVÁ et al., 2010), Wildschweinen 
(Sus scrofa) (HULÍNSKÁ et al., 2004), verschiedenen Insektivoren (SKUBALLA 
et al., 2010; BOWN et al., 2011) sowie Reptilien (NIETO et al., 2009) und Vögeln 
(DE LA FUENTE et al., 2005) diskutiert. Die nachgewiesenen Prävalenzen von A. 
phagocytophilum lagen bei diesen Tierspezies teilweise auf einem vergleichbaren 
Niveau mit denen der Wildwiederkäuer und Nagetiere. Die Daten reichten jedoch 
nicht aus, um genaue Rückschlüsse zu ziehen und sie als Reservoire identifizieren 
und definieren zu können (STUEN et al., 2013a).  
Innerhalb der Spezies A. phagocytophilum existieren verschieden genetische 
Varianten, welche sich in Verbreitung, Vektorspezifität, Wirtstropismus und 
Pathogenität unterscheiden können (DUGAT et al., 2015). Diese Stämme 
zirkulieren in komplexen epidemiologischen Zyklen, welche vernetzt oder 
unabhängig voneinander auftreten (RIKIHISA, 2011). Das Vorkommen 
unterschiedlicher Ökotypen erklärt, warum klinisch bestätigte Fälle von 
Infektionen mit A. phagocytophilum in Rindern bisher nur in Europa, jedoch noch 
nicht in den Vereinigten Staaten diagnostiziert wurde (DUGAT et al., 2015). 
Zudem wurde eine geographische Diskrepanz zwischen dem Auftreten von 
Infektionen bei Menschen, Hunden und Pferden und der Verbreitung der 
Reservoiretiere beobachtet. Dies ist ebenfalls auf die Zirkulation unterschiedlicher 
Varianten von A. phagocytophilum in endemischen Gebieten zurückzuführen 
(FOLEY et al., 2008). In weiteren Experimenten wurde gezeigt, dass Hunde, Pferde 
und Menschen vom gleichen Stamm infiziert werden konnten (DUGAT et al., 
2015), auf der anderen Seite ein equines Isolat jedoch nicht pathogen für Rinder 
war (STANNARD et al., 1969). Über den Vergleich der 16S RNA wurden in den 
USA die Stämme Ap-V1 und Ap-ha zwischen weiteren Varianten identifiziert 
(CHEN et al., 1994). Beide Ökotypen treten im gleichen geographischen Areal auf 
und können von den gleichen Vektoren übertragen werden (COURTNEY et al., 
2003). Die Untersuchungen zeigten jedoch, das Ap-ha pathogen für Menschen ist, 
während Ap-V1 nicht mit humanen Infektionen in Verbindung gebracht werden 
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konnte (DUGAT et al., 2015). Zudem wurde für Ap-V1 der Weißedelhirsch und 
für Ap-ha die Weißfußmaus als natürliches Reservoir bestimmt (MASSUNG et al., 
2005; REICHARD et al., 2009). In einem weiteren Experiment wurde gezeigt, dass 
Ap-V1 Ziegen und Rehe, aber keine Mäuse infizieren kann (MASSUNG et al., 
2003b; MASSUNG et al., 2005; MASSUNG et al., 2006a). Diese Unterschiede im 
Wirtsspektrum zeigte sich ebenfalls auf zellulärer Ebene. So konnten beide Stämme 
in Zeckenzellkulturen (ISE6, IDE8) isoliert werden (MUNDERLOH et al., 1999; 
MASSUNG et al., 2007). Die Kultivierung in HL-60-Zellen war jedoch nur für den 
Ap-ha erfolgreich (GOODMAN et al., 1996; MASSUNG et al., 2007) - weitere 
Möglichkeiten der Kultivierung sind im Kapitel 5.2. beschrieben. Um die 
epidemiologischen Zusammenhänge der genetischen Varianten von 
A. phagocytophilum weiter aufzuklären, werden verschiedene Methoden für die 
molekulargenetische Analyse verwendet. Neben den herkömmlichen Methoden 
wie Pulsfeldgelelektrophorese, „Single/Multi Locus Sequenz Typing“ und 
„Variable Number Tandem Repeat“ werden nun auch Vollgenomanalysen 
verwendet (DUMLER et al., 2003; BOWN et al., 2007; DARK et al., 2012). Dabei 
besteht die Schwierigkeit A. phagocytophilum in Vorfeld zu kultivieren und 
aufzureinigen, um eine Verunreinigung mit Wirtszell-DNA zu vermeiden. Um die 
Sequenzierung zu vereinfachen wird an weiteren Strategien gearbeitet, um 
Vollgenomanalysen von A. phagocytophilum auch aus Feldproben durchführen zu 
können (DUGAT et al., 2014). 
2.3. Verbreitung der Infektion 
Die Verbreitung von A. phagocytophilum folgt der geographischen Verteilung der 
infizierten Wirte und der Ixodes spp. als primäre Vektoren. Die Ausbreitung 
endemischer Gebiete in der nördlichen Hemisphäre oder in neue geographische 
Regionen ist verbunden mit einer Vergrößerung des Lebensraums, bedingt durch 
klimatische, ökologische und landschaftliche Veränderungen. Dies ist assoziiert mit 
einem einen Anstieg der Gesamtpopulation von natürlichen Reservoiren bzw. 
empfänglichen Wirten und kompetenten Vektoren (STUEN et al., 2013a). In einer 
deutschen Studie wurde die Hypothese aufgestellt, dass es durch den Anstieg der 
durchschnittlichen Temperatur im Winter, hervorgerufen durch die globale 
Erwärmung, zu einer Vermehrung der Nagetierpopulation und damit zu einer 
Intensivierung des Infektionszyklus zwischen Wirt und A. phagocytophilum kommt 
(HARTELT et al., 2008). Des Weiteren wird von Rehen und Rotwild eine große 
II. Literaturübersicht     15 
Anzahl an Zecken über längere Distanzen transportiert (VOR et al., 2010) und 
somit zu einer Verbreitung des Pathogens beigetragen. Die Vermehrung und 
Verbreitung von Ixodes scapularis in den USA führte zu einem Anstieg an Lyme-
Borreliose Fällen und wird in gleichem Maße mit der Ausbreitung von 
A. phagocytophilum in Verbindung gebracht (SONENSHINE & ROE, 1993). 
Dabei wiesen die Antikörper-Seroprävalenzen gegen A. phagocytophilum in 
Wirtstieren starke Schwankung auf, welche auf eine unterschiedliche 
Zeckenexposition zurückzuführen sind (STUEN et al., 2013a). In Europa wurde 
eine erweitere geographische Reichweite der Spezies Ixodes ricinus, sowie die 
Besiedlung von höher gelegenen Regionen beschrieben (MATERNA et al., 2005). 
Auch der internationale Handel von Haustieren wie Hunden und Katzen, sowie der 
globale Transport von Schafen und Rindern werden als Gründe für die Entstehung 
neuer endemischer Gebiete diskutiert (STUEN et al., 2013a). Ebenso stehen 
Zugvögel in Verdacht infizierte Zecken über weite Strecken zu transportieren und 
in Lebensräume zu verteilen. Die direkte Beteiligung von Vögeln am 
Infektionszyklus als Anaplasmen-Reservoir für die Infektion von Zecken wird von 
vielen Wissenschaftlern kritisch diskutiert (ALEKSEEV et al., 2001; OGDEN et 
al., 2008; HILDEBRANDT et al., 2010). Die größte Bedeutung bei der Verbreitung 
von Infektion mit A. phagocytophilum bei Menschen und bei Tieren spielen die 
Zecken des Ixodes-persulcatus-Komplexes, nach Aufnahme des Erregers von 
natürlichen Reservoiren (WOLDEHIWET, 2010). Darüber hinaus wurde 2008 in 
China eine nosokomiale Übertragung von A. phagocytophilum berichtet, nachdem 
mehrere Personen direkten Kontakt mit Blut und respiratorischen Sekreten eines an 
HGA erkrankten Patienten hatten (ZHANG et al., 2008). In den USA entwickelten 
drei Personen eine granulozytäre Anaplasmose nach Kontakt mit infizierten 
Rotwildblut während einer Schlachtung. Bei keinem der drei Patienten wurde von 
einer vorangegangenen Zeckenexposition in der Anamnese berichtet (BAKKEN et 
al., 1996b). Weiterhin kann es über Bluttransfusionen zu einer Verbreitung der 
Infektion kommen (HOROWITZ et al., 1998; SAINZ et al., 2015). Aufgrund des 
reduzierten Gesundheitszustandes bei einer Indikation für eine Transfusion können 
die Infektionen mit A. phagocytophilum auch tödlich verlaufen (GOEL et al., 2018). 
In experimentellen Studien wurde weiterhin gezeigt, dass eine transplanzentale 
Infektion bei Kühen möglich ist und mit Totgeburten, Aborten in der späten Phase 
der Trächtigkeit und klinisch apparenten Infektionen bei neugeborenen Kälbern 
einhergeht (CRANWELL & GIBBONS, 1986; PUSTERLA et al., 1997).  
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3. Klinische Ausprägung der granulozytären Anaplasmose 
Die granulozytäre Anaplasmose ist eine nicht kontagiöse, vektorübertragene 
Krankheit, welche eine Vielzahl verschiedener Wirte infizieren kann (DUGAT et 
al., 2015). Sie wird durch eine Infektion mit A. phagocytophilum ausgelöst und 
verläuft meist latent und ohne Ausprägung klinischer Symptome. Abhängig von der 
Wirtspezies, dem Gesundheits- und Immunstatus, sowie dem Erregerstramm kann 
es zu schwerwiegenden Krankheitsverläufen kommen (DUMLER et al., 2007; 
GREENE, 2012). Eine Persistenz von A. phagocytophilum wurde zudem in 
Rotwild, Hunden, Pferden und Wiederkäuer beschrieben (FOGGIE, 1951; 
EGENVALL et al., 2000; FRANZÉN et al., 2009; STUEN et al., 2013a). Die 
Bakteriämie ist bei Hunden, Pferden und Menschen in der Regel nur von kurzer 
Dauer (< 28 Tage), wodurch bei diesen Wirten nur eine geringe Wahrscheinlichkeit 
der Weitergabe des Erregers an kompetente Vektoren besteht (BAKKEN & 
DUMLER, 2008; GREENE, 2012).  
3.1. Humane granulozytäre Anaplasmose (HGA) 
Eine Infektion mit A. phagocytophilum verläuft beim Menschen meist subklinisch. 
Symptome bei der humanen granulozytären Anaplasmose treten in der Regel 7 - 14 
Tage nach Zeckenstich auf (MCFEE, 2018). Das klinische Bild präsentiert sich als 
eine fieberhafte Allgemeinerkrankung mit einem üblicherweise selbstlimitierenden 
Verlauf. Grippeähnliche Symptome wie eine erhöhte Körpertemperatur, 
Schüttelfrost, Kopfschmerzen, Muskel- und Gliederschmerzen, Übelkeit und ein 
allgemeines Unwohlsein stehen dabei im Vordergrund (BAKKEN et al., 1994; 
DUMLER et al., 2007). Zu den am häufigsten auftretenden laborparametrischen 
Veränderungen zählen Thrombozytopenie, Leukopenie, Anämie, und ein Anstieg 
der Aspartat- und Aminotransferaseaktivität (BAKKEN & DUMLER, 2008). Bei 
Patienten mit Immunsuppression – als besondere Risikofaktoren gelten HIV-
Infektionen, Krebsbehandlungen, Blut- und Organtransfusionen – kann es zu einem 
schwerwiegenden bis lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf mit Organversagen 
kommen (BAKKEN & DUMLER, 2015). In den USA wurde dabei ein stetiger 
Anstieg der gemeldeten Krankheitsfälle beobachtet mit bis zu 4151 Erkrankten im 
Jahre 2016 (Abb. 4) (BAKKEN & DUMLER, 2006; CENTERS FOR DISEASE 
CONTROL AND PREVENTION, 2018a).  
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Dabei stieg die Inzidenzrate innerhalb von 10 Jahren (von 2000 bis 2010) von 1,4 
auf 6,1 Krankheitsfälle pro eine Million Personen. Eine Hospitalisationsrate von 
36 % wurde berichtet und bei 3 % aller klinisch erkrankten Personen kam es zu 
lebensbedrohlichen Komplikationen. Die Sterblichkeitsrate betrug dabei unter 
1 % (DUMLER, 2012). Eine persistierende Infektion mit einem chronischen 
Krankheitsverlauf ist beim Menschen nicht beschrieben (BAKKEN & DUMLER, 
2015). In Europa sind bislang nur wenige Fälle dokumentiert – der letzte 
beschriebene Fall war im Jahr 2013, ein Patient nach einem Wanderurlaub in 
Schottland (HAGEDORN et al., 2014; RKI, 2014). Die geringe Inzidenzrate der 
HGA in Europa kann auf die unterschiedliche Pathogenität und Verbreitung der 
Erregerstämme zurückgeführt werden, gleichzeitig aber auch durch eine fehlende 
oder nicht standardisierte Diagnostik verschuldet sein. 
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Abbildung 4: Anzahl gemeldeter Fälle von HGA in den USA von 2000 - 2016 :  
Modifiziert nach Centers for Disease Control and Prevention - CDC  
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018a) 
Im Jahre 2000 wurde Anaplasma phagocytophilum in den USA meldepflichtig und 
ein stetiger Anstieg der Fallzahlen ließ sich seitdem beobachten. Die Anzahl an 
Krankheitsfällen stieg zwischen 2015 und 2016 um 14 %. 
* Bis 2008 wurde die Anaplasmose als humane granulozytäre Ehrlichiose gelistet. 
** Ab 2008 erfolgte die Kategorisierung als humane granulozytäre Anaplasmose 
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3.2. Granulozytäre Anaplasmose der Haussäugetiere 
3.2.1. Canine granulozytäre Anaplasmose (CGA) 
Die meisten Hunde, welche sich mit A. phagocytophilum infizieren, zeigen nur 
selten eine klinische Ausprägung. Bei immunkompetenten Tieren kommt es in der 
Regel zu einem selbstlimitierten Krankheitsverlauf (CARRADE et al., 2009). Die 
Mehrzahl der Hunde mit CGA zeigt ein unspezifisches klinisches Bild mit Fieber, 
Anorexie, Lethargie und Lahmheit (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; 
KOHN et al., 2008). Seltener ist das Krankheitsbild zusätzlich durch Erbrechen, 
Durchfall, Hämorrhagien, Polydipsie/Polyurie, Lymphadenomegalie, 
Splenomegalie oder respiratorischen Symptomen charakterisiert (GREIG & 
ARMSTRONG, 2006; KOHN et al., 2008). In vereinzelten Fällen wurden 
neurologische Störungen und propriozeptive Defizite beschrieben, diese konnten 
nach experimentellen Infektionen allerdings nicht nachgewiesen werden 
(JÄDERLUND et al., 2007; JÄDERLUND et al., 2009). Im Hinblick auf 
labordiagnostische Parameter kann es zu einer Thrombozytopenie, Lymphopenie, 
Eosinopenie, einer milden bis mittelgradigen normochromen Anämie, 
Hypoalbuminämie und einer Erhöhung der alkalischen Phosphatase kommen 
(EGENVALL et al., 1997; FRANZÉN et al., 2005; POITOUT et al., 2005). 
Krankheitsfälle mit tödlichem Ausgang wurden nur sehr selten beschrieben und 
waren dabei mit weiteren klinischen Vorerkrankungen assoziiert (HEINE et al., 
2007; STUEN et al., 2013a). In experimentell infizierten Hunden konnte ebenfalls 
keine chronische Ausprägung der Klinik beobachtet werden (EGENVALL et al., 
2000; CARRADE et al., 2009). 
3.2.2. Feline granulozytäre Anaplasmose (FGA) 
Eine Disposition für A. phagocytophilum wurde bei Katzen erstmals in einem 
Infektionsversuch nachgewiesen (LEWIS et al., 1975). In der Praxis wurden bisher 
nur wenige Fälle von FGA beschrieben. Die klinischen Anzeichen umfassten dabei 
Anorexie, Lethargie, Hyperästhesie, Konjunktivitis, Lahmheit, Myalgien und eine 
Beeinträchtigung der Bewegungskoordination (EGENVALL et al., 1997; 
BJOERSDORFF et al., 1999; COHN, 2003; HEIKKILA et al., 2010). Im Blutbild 
konnte dabei eine Thrombozytopenie und Leukopenie bestimmt werden 
(ADASZEK et al., 2013). Die FGA zeigt in der Regel ebenfalls einen milden 
Verlauf ohne Todesfolge (LITTLE, 2010). 
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3.2.3. Equine granulozytäre Anaplasmose (EGA) 
Die EGA kann subklinisch oder klinisch apparent mit einer Inkubationszeit von 
1 - 3 Wochen verlaufen (DZIĘGIEL et al., 2013). Der Krankheitsverlauf und die 
Ausprägung der klinischen Anzeichen sind dabei abhängig vom Alter und 
Immunstatus des Pferdes sowie von der Dauer der Erkrankung (MADIGAN & 
GRIBBLE, 1987). Bei jüngeren Pferden stehen unspezifische Symptome wie 
Inappetenz und Bewegungsunlust im Vordergrund. Adulte Pferde mit einem Alter 
von 3 - 4 Jahren zeigen vorrangig Fieber, Apathie, Anorexie, reduzierte Bewegung 
verbunden mit einem steifen Gang, Lahmheit und schmerzhafte Ödeme an den 
Gliedmaßen (MADIGAN & PUSTERLA, 2000; SILAGHI et al., 2011a). Obwohl 
das kardiale System bei einer Anaplasmeninfektion nur geringfügig betroffen ist 
konnten ventrikuläre Extrasystolen und ventrikuläre Tachykardien bei der EGA 
beobachtet werden (SILAGHI et al., 2011a; ADASZEK et al., 2013). 
Krankheitsfälle mit tödlichen Verlauf können durch die Beteiligung sekundäre 
Infektionen oder durch Verletzungen bedingt durch Beeinträchtigung der 
Koordination auftreten (PUSTERLA & MADIGAN, 2013). Charakteristische 
hämatologische Veränderungen wie Thrombozytopenie, Leukopenie und Anämie 
können während der akuten Phase der Infektion auftreten (DZIĘGIEL et al., 2013). 
In trächtigen Stuten wurden keine Aborte beobachtet (STUEN et al., 2005). 
3.2.4. Granulozytäre Anaplasmose bei domestizierten Wiederkäuern 
Die Infektion von domestizierten Wiederkäuern in Europa mit A. phagocytophilum 
tritt meist saisonal auf und ist als Zeckenbissfieber (engl. tick-borne fever, TBF), 
oder unter dem Namen Weidefieber bekannt (GORDON et al., 1940; 
WOLDEHIWET, 1983). Nach einer Inkubationszeit von ca. 3 - 7 Tagen treten 
hohes Fieber, Apathie, eine reduzierte Futteraufnahme und eine verminderte 
Gewichtszunahme auf (TUOMI, 1967; STUEN et al., 2003). Bei laktierenden 
Kühen kommt es zu einem raschen Abfall in der Milchleistung (HUDSON, 1950). 
Die Ausprägung der klinischen Anzeichen ist abhängig vom Alter und Immunstatus 
der Tiere. Die meisten Infektionen verlaufen subklinisch oder mit schwach 
ausgeprägten klinischen Veränderungen (FOGGIE, 1951; STUEN et al., 1998). 
Schwere Krankheitsverläufe treten besonders dann auf, wenn immunologisch naive 
Tiere in endemische Gebiete (Weiden mit einem hohen Zeckenaufkommen) 
verbracht werden (STUEN et al., 2013a). Es wurden Aborte bei Kühen im 8. oder 
9. Monat sowie bei Mutterschafen beobachtet (STUEN, 2006; STUEN et al., 
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2013a). Bei Böcken wurde eine reduzierte Fruchtbarkeit berichtet (BRODIE et al., 
1986). Respiratorische Symptome wie Husten, Nasenausfluss, Tachypnoe und 
Dyspnoe können durch sekundäre Infektionen in Folge einer Immunsuppression 
hervorgerufen werden (STUEN et al., 2003; WOLDEHIWET, 2006). Eine 
Erregerpersistenz von bis zu 2 Jahren wurde beschrieben (ROLLE & MAYR, 
2011). 
 
4. Diagnostik und Therapie 
Für die Diagnosestellung der granulozytären Anaplasmose müssen die 
Informationen der Anamnese, die Erkenntnisse aus der klinischen Untersuchung 
und aus den Laborergebnissen analysiert und in Zusammenhang mit den 
Testergebnissen zum Nachweis des Erregers interpretiert werden (AGUERO-
ROSENFELD, 2002). Unter Berücksichtigung dieser Faktoren sind die 
diagnostischen Kriterien für die Bestätigung einer Infektion mit 
A. phagocytophilum: (1) der Nachweis von „Morulae“ in neutrophilen oder 
eosinophilen Granulozyten in Kombination mit einem positiven Antikörper-
Nachweis, (2) ein 4-facher Anstieg der spezifischen IgG-Antikörper innerhalb von 
4 Wochen, (3) ein positives PCR-Testergebnis oder (4) die Isolation des Erregers 
in Zellkultur (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 
2018b). Der Nachweis von „Morulae“ in den Granulozyten kann nur in der akuten 
Phase der Infektion erfolgen. Dazu werden Blutausstriche nach Romanowsky- oder 
Giemsa-Färbung lichtmikroskopisch untersucht (WOLDEHIWET, 1987; 
BAKKEN et al., 1994; AGUERO-ROSENFELD et al., 1996). Die basophilen, 
intrazellulär angesammelten Bakterien färben sich dunkelblau bis lila und erhalten 
so ihr charakteristisches Maulbeeren-ähnliches Aussehen (Abb. 5) (FOGGIE, 1951; 
CHEN et al., 1994). Die Färbung und Untersuchung von Blutausstrichen sind eine 
sehr schnelle und die kostengünstigste Methode für einen direkten Nachweis der 
Erreger. Ein negatives Ergebnis schließt jedoch eine Infektion nicht aus (BAKKEN 
& DUMLER, 2006; CARRADE et al., 2009). 
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Bei Untersuchung von humanen oder caninen Blutproben aus endemischen 
Gebieten der Lone-Star-Zecke (Ambylomma americanum) muss zudem beachtet 
werden, dass die typischen „Morulae“ von A. phagocytophilum lichtmikroskopisch 
nicht von den zytoplasmatischen Einschlusskörperchen von Ehrlichia ewingii 
unterschieden werden können. Eine Differenzierung mittels PCR muss daher zur 
Sicherung der Diagnose durchgeführt werden (CARRADE et al., 2009; GREENE, 
2012). Über den Nachweis von spezifischen Antikörpern kann indirekt ein 
Erregerkontakt bestätigt und die Diagnosestellung unterstützt werden (AGUERO-
ROSENFELD, 2002). Zu einer ersten Serokonversion kommt es üblicherweise 6 - 
8 Tage nach Erregerexposition (EGENVALL et al., 1998; PUSTERLA et al., 
1999). Mittels eines Immunfluoreszenztest (immunofluorescence assay, IFAT) 
können die Antikörper quantitativ bestimmt werden (MAGNARELLI et al., 2001). 
Ein positiver Antikörperspiegel bestätigt einen Erregerkontakt, bedeutet aber nicht 
zwangsläufig, dass der Patient unter einer klinischen Anaplasmose leidet, da 
Antikörper von einer vorherigen Infektion mit A. phagocytophilum über einen 
längeren Zeitraum persistieren können (EGENVALL et al., 1997; EGENVALL et 
al., 2000). Zur Bestätigung einer aktiven Infektion muss daher eine zweite Messung 
des Antikörperspiegels erfolgen. Ein Anstieg des Titers um das Vierfache innerhalb 
von 4 Wochen wäre für ein akutes Infektionsgeschehen charakteristisch (BAKKEN 
A B 
Abbildung 5: Intrazelluläre Darstellung von Anaplasma phagocytophilum  
Modifiziert nach Carrade (CARRADE et al., 2009)  
[A] Caniner neutrophiler Granulozyt mit „Morulae“, Blutausstrich nach Giemsa-
Wright-Färbung. [B] Darstellung von mCherry-transformierten 
Anaplasma phagocytophilum mittels Immunfluoreszenz.  
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et al., 2002). Bei der quantitativen Antikörperbestimmung mittels IFAT können 
Kreuzreaktionen zwischen A. phagocytophilum und E. chaffeensis auftreten 
(AGUERO-ROSENFELD, 2002). Diese können über einen Immunoblot 
differenziert werden. Eine weitere Möglichkeit für ein Erreger-Screening bietet ein 
ELISA-Schnelltest (SNAP 4Dx Plus, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, USA). 
Dieser beruht auf dem qualitativen Nachweis der spezifischen Antikörper gegen 
das Hauptoberflächenprotein msp2/p44. Dieser Schnelltest wird in der Praxis 
häufig eingesetzt und weißt bei einem positiven Ergebnis auf einen Erregerkontakt 
hin (EGENVALL et al., 1997; BOWMAN et al., 2009; GRANQUIST et al., 2010). 
Dabei kann jedoch nicht zwischen verschiedenen Spezies (z.B. A. phagocytophilum 
und A. platys) und zwischen einem akuten oder zurückliegendem 
Infektionsgeschehen unterschieden werden (BOWMAN et al., 2009). 
Zum Nachweis von bakterieller DNA von A. phagocytophilum wurden 
verschiedene PCR-Techniken (konventionelle PCR, Nested- und real-time-PCR) 
etabliert. Die Primersequenzen wurden dabei meist auf Basis von Genen der 16S 
RNA, des groESL-Operons und der Hauptoberflächenproteine (msp2, msp4) 
generiert (CHEN et al., 1994; COURTNEY et al., 2004; ALBERTI et al., 2005). In 
der akuten Phase der Infektion ist die PCR aus Blut, Knochenmark oder Milz ein 
sehr zuverlässiges Diagnostikum (WOLDEHIWET, 2006; ADASZEK et al., 2013; 
BARTH et al., 2014) und in experimentellen Infektionsversuchen war die bereits 
PCR 6 - 8 Tage vor dem Erscheinen von „Morulae“ im Blut positiv (EGENVALL 
et al., 1998). Die Sensitivität und die untere Nachweisgrenze (Anzahl an 
Organismen welche pro Reaktion oder Mikroliter einer Probe detektiert werden 
können) von veröffentlichten PCR-Techniken unterscheiden sich zwischen den 
unterschiedlichen Protokollen und zwischen verschiedenen Laboren. Ein negatives 
PCR-Ergebnis kann daher eine Infektion nicht mit letzter Sicherheit ausschließen 
(MASSUNG & SLATER, 2003). 
 Die Isolierung von A. phagocytophilum aus Blut kann in Zeckenzelllinien (z.B. 
IDE8 oder ISE6) oder in einer humanen promyeloischen Leukämiezelllinie (HL-
60) erfolgen (GOODMAN et al., 1996; MUNDERLOH et al., 1999). Die 
Zeckenzelllinien sind geeignet um verschiedene Stämme von A. phagocytophilum 
zu kultivieren und bieten den Vorteil auch Isolate mit einer variablen Wirtsspezifität 
zu detektieren. Die Anzucht der Erreger in den Zeckenzellen ist jedoch sehr arbeits- 
und zeitintensiv und kann bis zu mehreren Monaten in Anspruch nehmen und wird 
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daher meist zur Vermehrung von verschiedenen Stämmen von A. phagocytophilum 
für Infektionsversuche oder zur Charakterisierung des Pathogens verwendet 
(MUNDERLOH et al., 1996; DYACHENKO et al., 2013). HL-60-Zellen dagegen 
besitzen eine hohe Wachstumsrate und bieten vor allem humanpathogenen 
Stämmen von A. phagocytophilum als Wirtszellen optimale Bedingungen zur 
Vermehrung (CARLYON, 2005). Sie wurde als sensitivste Methode zur Sicherung 
der Diagnose von HGA beschrieben (AGUERO-ROSENFELD, 2002). Die 
Kultivierung von A. phagocytophilum erfolgt in speziell ausgerüsteten Laboren und 
benötigt erfahrenes Laborpersonal. Aufgrund der langsamen Vermehrung von 
A. phagocytophilum in Zeckenzelllinien und der Limitierung in HL-60 auf 
humanpathogenen Stämme bzw. Stämme mit zoonotischem Potenzial ist die 
Erregerisolierung in Zellkultur keine Routinediagnostik in der Veterinärmedizin 
(CARRADE et al., 2009; WOLDEHIWET, 2010).  
Mittel der Wahl zur Behandlung einer granulozytären Anaplasmose sind 
Doxycyclin sowie Oxytetracyclin speziell beim Pferd (MADIGAN & GRIBBLE, 
1987; BAKKEN et al., 1996a). In der Regel kommt es bereits zu einer vollständigen 
Erholung innerhalb von 7 - 10 Tagen nach Beginn der Therapie (BAKKEN & 
DUMLER, 2006). Klinische Rezidive nach Behandlungsende und Absetzen der 
Medikamente sind nicht beschrieben (CARRADE et al., 2009; BAKKEN & 
DUMLER, 2015). Bei Patienten mit einem Risiko für eine 
Medikamentenunverträglichkeit kann Rifampin zur Behandlung in Betracht 
gezogen werden (KLEIN et al., 1997). In-vitro-Daten neuer Studien beschreiben 
nur geringe Empfindlichkeit von A. phagocytophilum gegenüber Chloramphenicol. 
Dies sollte daher nur in Ausnahmefällen verabreicht werden, entgegen früheren 
Behandlungsempfehlungen zur Vermeidung einer Gelbfärbung der Zähne bei 
Welpen (Doxycyclin besitzt im Vergleich zu anderen wasserlöslichen 
Tetrazyklinen ein deutlich verringertes Risiko) (GREENE, 2012). Bei 
grenzwertigen Nachweisergebnissen in Verbindung mit einer hinweisenden 
Anamnese und klinischen Anzeichen kann die granulozytäre Anaplasmose auch als 
Verdachtsdiagnose behandelt werden. Gegen A. phagocytophilum sind keine 
Impfstoffe verfügbar (BAKKEN & DUMLER, 2015). 
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5. Kultivierung von Anaplasma phagocytophilum 
Zur Charakterisierung von A. phagocytophilum und zur Untersuchung des 
Krankheitsverlaufes wurde der Erreger erstmals nach Isolierung im Jahr 1996 in 
Zellkultur und wenig später in einem murinen Tiermodel kultiviert (GOODMAN 
et al., 1996; HODZIC et al., 1998b). Die Schwierigkeit bei der Anzucht dieses 
obligat intrazellulären Bakteriums ergibt sich zum einen durch seine Sensitivität 
gegenüber mechanischem Stress und osmotischen Veränderungen sowie durch die 
hohe Variabilität der Erregerstämme mit unterschiedlicher Wirtsspezifität. 
Weiterhin wurde beobachtet, dass es bei längerer Passage des Erregers in Zellkultur 
und in immunkompetenten Mäusen zu einem sukzessiven Verlust der Infektiösität 
und Pathogenität kommt wodurch eine in vivo-Kultivierung von 
A. phagocytophilum in SCID-Mäusen zur Aufrechterhaltung der Infektiösität 
notwendig ist (CARLYON, 2005). Für die Aufreinigung des Erregers aus Kultur 
für weiterführende Untersuchungen im Labor wurden verschiedene Techniken 
entwickelt, welche jedoch aufwendig oder mit einem hohen apparativen Aufwand 
verbunden sind (CARLYON, 2005; FELSHEIM et al., 2006). 
5.1. In-vivo-Kultivierung im Mausmodel 
Verschiedene Stämme von Labormäusen haben sich als Modelle etabliert, um die 
Pathogenese und die Infektionskinetik zu untersuchen (Tabelle 2). In vivo können 
so auf hämatologische Abweichungen und post mortem auf histopathologische 
Veränderungen in Verbindung mit HGA rückgeschlossen werden (CARLYON, 
2005). Die Versuchstiere werden durch Zeckenstich oder durch eine peritoneale 
Erregerinokulation mittels Spritzen mit A. phagocytophilum infiziert. Der 
Infektionsverlauf kann dann über die üblichen Detektionstechniken (Blutausstrich, 
PCR, Serologie oder erneute Kultivierung) verfolgt und dokumentiert werden 
(HODZIC et al., 1998b). Bei immunkompetenten Mäusen kommt es in der Regel 
innerhalb von 3 bis 4 Wochen zu einer vollständigen Erregerelimination. In CD-1 
Mäusen mit Exstirpation der Milz konnte eine aktive Infektion bis Tag 60 nach 
Inokulation nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich dabei ab Tag 30 eine 
signifikante Abnahme der Gesamterregermenge im peripheren Blut (TELFORD et 
al., 1996). Daher empfiehlt es sich bei Kultivierung von A. phagocytophilum in 
immunkompetenten Mäusen ein Aliquot mit Blut vor der 4. Woche auf eine naive 
Maus zu übertragen, um die Infektion aufrecht zu erhalten (CARLYON, 2005). 
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Die kontinuierliche Passage in immunkompetenten Mäusen ist jedoch mit einem 
Verlust der Pathogenität verbunden (HODZIC et al., 1998b). Durch Übertragung 
und Vermehrung in immundefizienten Mäusen kann die Pathogenität erhalten 
werden. In Blut von infizierten SCID-Mäusen wurde nach 2 Monaten eine aktiv 
erhaltene Infektion nachgewiesen. Nach mehrmaliger Passage über einen längeren 
Zeitraum konnte durch die Übertragung von infizierten Blut der SCID-Mäuse auf 
immunkompetente C3H/HeN-Mäuse erneut eine Infektion mit A. phagocytophilum 
verursacht werden (BORJESSON & BARTHOLD, 2002). Am Tag 2 post 
infectionem waren in 2 - 4 % der Neutrophilen „Morulae“ sichtbar, am Tag 7 zum 
Zeitpunkt des Höhepunktes der Infektion waren in 7 – 13 % der Granulozyten 
„Morulae“ sichtbar (HODZIC et al., 1998b; CARLYON, 2005). Die 
Infektionskinetik zwischen SCID-Mäusen und immunkompetenten Mäusen verlief 
in den ersten 7 Tagen post infectionem identisch, danach verblieb der Anteil der 
Tabelle 3: Verwendete Labormausstämme zur Untersuchung von HGA 
Modifiziert nach Borjesson und Barthold (BORJESSON & BARTHOLD, 2002) 
*Minimale Infektionsdauer, basierend auf dem lichtmikroskopischen Nachweis von Morulae im Blut 
†Minimale Infektionsdauer, basierend auf dem Nachweis mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 
‡Keine weiteren Nachweise ab dem angegeben Zeitpunkt durchgeführt 
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neutrophilen Granulozyten mit bakteriellen Inklusionen bei 7 - 13 %, während es 
bei den immunkompetenten Mäusen zu einer Abnahme kam (HODZIC et al., 
1998b).  
5.2. In-vitro-Kultivierung in Zellkulturen 
Zellkulturen stellen ideale Systeme dar, um Erreger in vitro zu vermehren sowie 
pathophysiologische Stoffwechselvorgänge und Erreger-Wirt-Interaktionen auf 
zellulärer Ebene zu untersuchen (LINDL, 2008; WOLDEHIWET, 2010). 
A. phagocytophilum ist ein herausfordernder Krankheitserreger, welcher sich in 
Kultur nur in spezifischen Wirtszellen replizieren kann (MUNDERLOH et al., 
2004; BORJESSON, 2008). Dabei ist jedoch ein sorgfältiger Umgang mit den 
infizierten Zelllinien notwendig, da A. phagocytophilum sehr sensitiv gegenüber 
mechanischem Stress und osmotischen Veränderungen ist. So können 
beispielsweise Verzögerungen beim Einfrieren und Auftauen der Kulturen schon 
zu einem erhöhten Verlust an Zellen bzw. Erregern führen (RIKIHISA et al., 1997; 
LIN & RIKIHISA, 2003). Für die Isolierung und Aufreinigung der Bakterien aus 
Zellkulturen wurden spezielle, schonende mechanische Methoden entwickelt, um 
die Wirtszellen zu lysieren ohne eine Schädigung der Anaplasmen herbeizuführen 
(LIN & RIKIHISA, 2003; CARLYON, 2005). 
5.2.1. Anzucht in Zeckenzelllinien 
Die Etablierung von kontinuierlichen Zeckenzelllinien führte zu einer 
Vereinfachung der Isolierung und Vermehrung neuer Stämme von 
A. phagocytophilum (Abb. 6) (MUNDERLOH et al., 1994). In Kultur können die 
Zellen als Monolayer, in Suspension oder in einer Mischung der beiden Formen 
anwachsen. Zeckenzellen haben eine langsame Wachstumsrate und können über 
eine lange Dauer ohne Subkultivierung überleben. Sie können zudem pH-Wert-
Änderungen und osmolare Schwankungen gut tolerieren, wachsen jedoch 
schlechter bei kontinuierlicher bzw. anhaltender Zugabe von Bicarbonat, was 
ebenfalls in geringeren Infektionsraten von A. phagocytophilum resultiert (BELL-
SAKYI et al., 2007). Die erste erfolgreiche Kultivierung erfolgte unter Verwendung 
der Zelllinien IDE8 und ISE6, welche aus embryonalen Zellen von 
Ixodes scapularis gezüchtet wurden. Die Kulturen wurden mit Blut von 
experimentell infizierten Tieren, sowie mit humanpathogenen Erregerstämmen 
infiziert (MUNDERLOH et al., 1996; MUNDERLOH et al., 1999). IDE8 und ISE6 
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sind die am häufigsten verwendeten Zelllinien zur Isolierung neuer Stämme von 
A. phagocytophilum. Der Vorteil besteht in der breiten Empfänglichkeit gegenüber 
den genetischen Varianten von A. phagocytophilum mit unterschiedlicher 
Wirtsspezifität und Epidemiologie (MASSUNG et al., 2006b; DYACHENKO et 
al., 2013). Die Anzucht und Vermehrung konnte aus Blut von unterschiedlichen 
Säugetieren als auch direkt aus Zeckengewebe erfolgen/etabliert werden 
(WOLDEHIWET et al., 2002; MASSUNG et al., 2006b; ZWEYGARTH et al., 
2006; SILAGHI et al., 2011b). Ebenfalls konnte A. phagocytophilum in Zellen 
(IRE/CTVM19, IRE/CTVM20) von der in Europa vorkommenden Zeckenspezies 
Ixodes ricinus isoliert und vermehrt werden (PEDRA et al., 2010; DYACHENKO 
et al., 2013). Aufgrund der hohen Anforderungen an das Nährmedium und der teils 
über Wochen andauernden Inkubationsperiode hat sich die Anzucht in 
Zeckenzellen nicht in der Diagnostik etabliert (CARRADE et al., 2009). Die 
Zelllinien werden jedoch häufig in Experimenten zur Untersuchung der Entwicklung 
und des Replikationszyklus von A. phagocytophilum in Vektoren eingesetzt 
(MUNDERLOH et al., 1999; RIKIHISA, 2011). 
Abbildung 6: Anaplasma phagocytophilum in Zeckenzellen  
Modifiziert nach Dyachenko et al. (DYACHENKO et al., 2013) [A]  
und Munderloh et al. (MUNDERLOH et al., 1996) [B]  
[A] Hochgradig infizierte IRE/CTVM20-Zellkultur; Bakterielle Endosomen 
intrazellulär nach Giemsa-Wright-Färbung erkennbar; Skalierungsbalken 10 µm. 
[B] Elektronenmikroskopische Darstellung von Anaplasma phagocytophilum 
(RCs) in einer IDE8-Zelle; Skalierungsbalken 1µm. 
A B 
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5.2.2. Anzucht in eukaryotischen Zelllinien 
A. phagocytophilum besitzt ein breites Wirtsspektrum was sich in der Fähigkeit 
verschiedene eukaryotischer Zelllinien zu infizieren wiederspiegelt. Varianten von 
HGA- und EGA auslösenden Stämmen wurden in einer humanen promyeloischen 
Leukämiezelllinie (HL-60) kultiviert sowie in humanen (HMEC-1, MVEC), 
bovinen (BCE C/D-1b) und von Affen stammenden (RF/6A) Endothelzellen 
(GOODMAN et al., 1996; MUNDERLOH et al., 2004; WANG et al., 2015). 
Varianten von TBF auslösenden Stämmen konnten bis jetzt nicht erfolgreich in 
Kulturen von Säugetierzellen isoliert und repliziert werden (MASSUNG et al., 
2006b; WOLDEHIWET, 2010). Aufgrund ihrer Wachstumseigenschaften und der 
guten Empfänglichkeit gegen über A. phagocytophilum haben sich HL-60-
Zellkulturen als Standard für die in-vitro-Kultivierung als auch für die kulturelle 
Diagnostik von HGA etabliert (Abb. 7) (BORJESSON, 2008). HL-60-Zellen sind 
Promyelozyten, welche aus dem peripheren Blut einer Patientin mit akuter 
myeloischer Leukämie (AML) isoliert wurden (COLLINS et al., 1977). 
Leukämiezellen von Patienten mit AML besitzen das Potential einer 
unbeschränkten Proliferation, jedoch wurde in Kultur oft nur eine kurze 
Lebensdauer beobachtet, bedingt durch die Abwesenheit spezifischer 
Wachstumsfaktoren in vitro, wodurch es zu einer Einschränkung der 
Proliferationskapazität in Suspension kommt (GALLAGHER et al., 1979). Im 
Unterschied dazu wurde bei den HL-60-Zellen nach 3-wöchiger Inkubation in 
Suspension ein anhaltendes kontinuierliches Wachstum beobachtet werden. Das 
aktive Wachstum wird zurückgeführt auf die Expression von Transferrin- und 
Insulinrezeptoren auf der Zelloberfläche, welche eine Schlüsselrolle in der 
Proliferation einnehmen. In Anwesenheit von Transferrin und Insulin können sich 
HL-60-Zellen ohne Limitierung in Standardzellkulturmedien (z.B. RPMI-1640) 
ohne den Zusatz spezieller Wachstumsfaktoren replizieren (COLLINS et al., 1977; 
COLLINS, 1987). Als Granulozytenvorläuferzellen besitzen sie eine 
Zellteilungsrate von 36 - 48h und können sich in Abhängigkeit verschiedener 
Faktoren zu maturen Zellen differenzieren. In Kultur kommt es zu einer spontanen 
Differenzierung zu reifen Granulozyten, Monozyten oder zu Makrophagen-
ähnlichen Zellen von bis zu 5 % der Zellen. Die Differenzierungsrate kann durch 
eine Überalterung der Kultur (> Passage 60), eine hohe Zelldichte (>1.0 x 106 
Zellen/ml) oder durch die Zugabe spezifischer Reagenzien ansteigen 
(GALLAGHER et al., 1979; COLLINS, 1987). Die Ausdifferenzierung der HL-60-
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Zellen zu reifen Granulozyten führt zu einer gesteigerten Empfänglichkeit 
gegenüber A. phagocytophilum, jedoch ebenfalls zu einer Limitation der 
Zellreplikation (BAYARD-MC NEELEY et al., 2004). Eine sorgfältige 
Handhabung und eine regelmäßige Kontrolle der infizierten Zellkulturen ist für die 
Erregervermehrung essentiell. Zudem sollten die Zellen vor Versuchsbeginn auf die 
Expression des P-Selektin Glykoproteinliganden-1 (PSGL-1) auf der Oberfläche 
untersucht werden. Dieser dient A. phagocytophilum als Rezeptor zur Adhäsion und 
Eintritt in die Zelle. Bei Verlust oder Rückbildung des PSGL-1 lassen sich keine 
fortführenden Infektionen mit A. phagocytophilum etablieren (Nachweis des 
PSGL-1-Rezeptors in HL-60-Zellkulturen siehe Diskussion Abb. 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Darstellung einer HL-60-Zellkultur nach Infektion mit  
Anaplasma phagocytophilum  
Anzucht der HL-60-Zellen in modifizierten RPMI-1640 Medium; Darstellung der 
intrazellulären „Morulae“ nach Giemsa-Färbung; Skalierungsbalken 10 µm. 
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5.2.3. Aufreinigung von Anaplasma phagocytophilum aus Zellkultur 
Für verschiedene in-vitro-Applikationen oder Infektionsversuche werden 
wirtszellfreie Ansätze von A. phagocytophilum präpariert. Dazu werden 
unterschiedliche mechanische Methoden – wie z.B. die Verwendung feiner 
Kanülen („syringe lysis“; CARLYON, 2005), Ultraschallgeräten (FELSHEIM et 
al., 2006) oder Gewebehomogenisatoren („Dounce homogenizer“; LIN & 
RIKIHASA, 2003) – zur Wirtszelllyse eingesetzt. Die Schwierigkeit bei der 
Aufreinigung besteht darin, die infizierten Zellen zu lysieren ohne die Erreger zu 
beschädigen und den Zelldebris zu ohne einen Verlust der Bakterien zu entfernen. 
Ein neuer Ansatz besteht aus der Verwendung eines feinen Mineralsandes („rock 
tumbler grit“), um die Erreger bzw. Erreger-DNA mittels Reibungskräfte aus den 
Wirtszellen freizusetzen und anschließender Filtration zur Entfernung von 
Zellkomponenten (CHENG et al., 2013; WANG et al., 2015). Die Untersuchung 
der physischen Integrität sowie der Vitalität von A. phagocytophilum nach 
Aufreinigung aus Wirtszellen unter der Verwendung von „rock tumbler grit“ waren 
Gegenstand der vorliegenden Studie.  
Die Verwendung von Spritzen mit feinen, aufgesetzten Kanülen zur Lyse der 
Wirtszellen und die anschließende Entfernung von Zelldebris mittels verschiedener 
Zentrifugationsschritte hat sich als ein Standardprotokoll für die Aufreinigung von 
A. phagocytophilum etabliert (Abb.8). Bei dieser als „syringe lysis“ bezeichneten 
Methode werden 5-ml- oder 10-ml-Spritzen und Kanülen mit einer Größe von 
27-G, ½-in (0,4 x 12,7 mm) oder von 25-G, ½-in (0,50 x 12,7 mm) eingesetzt. Die 
Spritzenkolben werden zunächst entfernt und die Zellsuspension aus den 
Kulturflaschen mit einer serologischen Pipette übertragen. Nach Wiedereinsetzen 
des Kolbens wird ein konstanter Druck erzeugt, sodass die Zellkulturflüssigkeit die 
Kanülen gleichmäßig durchfließt. Beim Durchfluss entstehen Scherkräfte, welche 
zu einem Aufbrechen der Wirtszellen und zur Freisetzung der Erreger führen. Um 
einen Großteil der infizierten Zellen zu lysieren muss dieser Vorgang jedoch 
mehrfach wiederholt werden. Es sollten daher mindestens 4 - 5 Spritzensets im 
Vorfeld vorbereitet werden. Das Abziehen und Wiederverwenden der Kanülen 
birgt eine Verletzungs- und Infektionsgefahr, weswegen die Sets nach einmaliger 
Benutzung entsorgt werden. Ebenso sollte ein retrogrades Aufziehen der 
Zellsuspension durch die Kanülen vermieden werden, da aufgrund von 
Verwirbelungen starke, ungerichtete, mechanische Kräfte entstehen, welche zu 
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einer Schädigung der Bakterien führen können. Nach der Lyse der Wirtszellen 
erfolgen dann mehrere Zentrifugationssschritte mit unterschiedlicher 
Geschwindigkeit (Differentialzentrifugation), um die Erreger von den 
Zellbruchstücken aufzutrennen und einen Großteil des Zelldebris zu entfernen 
(CARLYON, 2005; BORJESSON, 2008). 
Eine neue Methode unter Verwendung des Silizium-Carbid-Gemisches „rock 
tumbler grit“ wurde erstmals im Jahr 2013 eingesetzt, um eine größere Menge DNA 
von A. phagocytophilum aus kultivierten Zeckenzellen freizusetzen und um 
E. chaffeensis aus Zeckenzelllinien zu isolieren (CHENG et al., 2013). Die Lyse 
der Wirtszellen erfolgt dabei durch Reibungskräfte, welche beim Vermischen der 
infizierten Zellen mit dem „rock tumbler grit“ entstehen. Mittels Vortexmischer 
wird die Zellsuspension für 1 min. in einem Reaktionsgefäß zusammen mit 100 - 
200 µl des feinen Mineralsandes stark durchmischt (Abb. 9). Um eine Schädigung 
der Erreger durch die entstehende Reibungswärme zu vermeiden, müssen die 
Proben vorher kurze Zeit auf Eis inkubiert werden. Die Entfernung von 
Zellbruchstücken erfolgt im Anschluss durch den Einsatz eines Filters. Dieses 
Protokoll wurde auch bereits für den Einsatz zur Aufreinigung von 
A. phagocytophilum aus HL-60-Zellen übertragen (WANG et al., 2015). Es war 
jedoch nicht bekannt, ob der Einsatz von „rock tumbler grit“ zur Lyse der 
Wirtszellen zu einer Schädigung der Erreger, speziell der fragilen RCs führt. Ziel 
dieser Arbeit war es daher die strukturelle Integrität der DCs und RCs nach der 
Freisetzung aus den HL-60-Zellen zu überprüfen. Zudem wurde ein quantitativer 
Vergleich der beiden beschriebenen Methoden angefertigt, um zu bestimmen, ob 
Abbildung 8: Schematische Darstellung des „syringe lysis“-Protokolls  
Zellkulturen mit einer Infektionsrate von > 80 % wurden für die Versuche 
verwendet. Die Lyse der Wirtszellen erfolgt beim mehrmaligen Durchfluss der 
auf Spritzen aufgesetzten Kanülen. Zellbruchstücke werden im Anschluss mittels 
Differentialzentrifugation entfernt. 
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das „rock tumbler grit“-Protokoll sich als zuverlässige Methode für die 
Aufreinigung von A. phagocytophilum aus HL-60-Zellen eignet.  
Für eine hochaufgereinigte Präparation von A. phagocytophilum kann anschließend 
eine Dichtezentrifugation (Ultrazentrifugation) angewendet werden. Dabei erfolgt 
eine Trennung der Bakterien und der Zellbruchstücke bzw. Zellkomponenten 
anhand ihrer Masse in unterschiedlichen Schichten (Abb. 10). Diese Ansätze 
werden für Infektionsversuche zur Gewinnung von Antiserum verwendet, welche 
eine möglichst geringe Kontamination durch Zellkomponenten der HL-60-Zellen 
voraussetzen, ebenso wie für die Isolierung von Nukleinsäuren, Proteinen oder 
Membranbestandteile der Erreger (CARLYON, 2005).  
Abbildung 9: Schematische Darstellung des „rock tumbler grit“-Protokolls  
Zellkulturen mit einer Infektionsrate von > 80 % wurden für die Versuche 
verwendet. Die Wirtszellen werden beim Durchmischen der Zellsuspension mit 
dem Mineralsand aufgebrochen. Im Anschluss erfolgt die Filtration zur 
Entfernung von Zelldebris.  
Abbildung 10: Dichtezentrifugation zur weiteren Aufreinigung von 
Anaplasma phagocytophilum; Modifiziert nach Carlyon (CARLYON, 2005) 
Die Auftrennung der Bakterien und der Zellbruchstücke nach Lyse der Wirtszellen 
erfolgt über einen Dichtegradienten der durch den Einsatz unterschiedlicher 
Renografiekonzentrationen erzeugt werden kann. 
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IV.  DISKUSSION 
Anaplasma phagocytophilum ist ein vektorübertragenes, obligat intrazelluläres 
Bakterium, welches aufgrund seines breiten Wirtsspektrums weltweit verbreitet ist 
(WOLDEHIWET, 2010). Die komplexen epidemiologischen Zyklen aufgrund der 
genetischen Variabilität und die speziellen Strategien, um den antimikrobiellen 
Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems zu entkommen, machen 
A. phagocytophilum weiterhin zum Gegenstand aktueller Forschungen (SEVERO 
et al., 2012). So besitzt A. phagocytophilum besondere morphologische 
Eigenschaften für die angepasste, intravakuoläre Entwicklung in den Wirtszellen. 
Diese strukturellen Besonderheiten sind jedoch mit einer hohen Sensibilität der 
Erreger gegenüber äußeren Einflüssen verbunden (LIN & RIKIHISA, 2003). Die 
intrazelluläre Vermehrung von A. phagocytophilum in Zellkultur, sowie die 
Isolierung der Bakterien aus den Wirtszellen ist daher mit verschiedenen 
Herausforderungen verbunden. Die Aufreinigung und die Anreicherung des 
wirtszellfreien Pathogens ist jedoch für eine Vielzahl an Untersuchungen im Labor 
notwendig. Um einen Verlust von A. phagocytophilum während der Freisetzung aus 
den Wirtszellen, wie z.B. HL-60-Zellen (promyeolische Vorläuferzellen), zu 
vermeiden, werden verschiedene mechanische Techniken eingesetzt, welche 
jedoch mit einem hohen Arbeits- oder apparativen Aufwand verbunden sind 
(CARLYON, 2005; BORJESSON, 2008). Für eine vereinfachte und schnellere 
Isolierung von Bakterien bzw. bakterieller DNA aus Zellkulturen wurde bereits in 
vorherigen Studien ein neues Protokoll unter Verwendung des Silicium-Carbid-
Gemisches „rock tumbler grit“ entwickelt und vorgestellt (CHENG et al., 2013; 
WANG et al., 2015). Dabei blieb jedoch die Frage unbeantwortet, ob nach dem 
Einsatz von „rock tumbler grit“ zur Freisetzung von A. phagocytophilum aus 
HL-60-Zellen, die „dense-cored cells“ (DCs) und die „reticulate cells“ (RCs) 
vollständig intakt erhalten werden können. Ziel dieser Arbeit war es daher die 
strukturelle Integrität der beiden morphologischen Entwicklungsformen mittels 
Elektronenmikroskopie nach Aufreinigung zu überprüfen, sowie nach Infektion 
naiver HL-60-Zellkulturen die in-vitro-Infektiösität zu evaluieren. Dabei erfolgte 
anhand von Immunfluoreszenzfärbung und PCR ein quantitativer Vergleich der 
beiden Aufreinigungsprotokolle „rock tumbler grit“ und „syringe lysis“.  
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1. Herausforderungen bei der Anzucht von 
Anaplasma phagocytophilum in Zellkultur 
Die in-vitro-Kultivierung ist aufgrund der genetischen Variabilität und der 
besonderen Zellwandstruktur von A. phagocytophilum mit speziellen 
Anforderungen verbunden. Die Erregerstämme können eine unterschiedliche 
Wirtsspezifität aufweisen, weswegen für die Vermehrung der Bakterien in Kultur 
verschiedene Zelllinien verwendet werden (RIKIHISA, 2010). Für die Replikation 
in den Membran-gebundenen Vakuolen hat A. phagocytophilum eine elastische 
Zellhülle entwickelt, welche jedoch nur geringen mechanischen und osmotischen 
Belastungen standhält (LIN & RIKIHISA, 2003). Daher war ein besonders 
schonender und sorgfältiger Umgang mit den infizierten Kulturen während der 
Infektionsversuche notwendig. Für die Vermehrung der Bakterien in Kultur stehen 
Zeckenzelllinien (IDE8, ISE6, ICTM19/20) und die humane promyeloische 
Leukämiezelllinie (HL-60) zur Verfügung (GOODMAN et al., 1996; 
MUNDERLOH et al., 1996; DYACHENKO et al., 2013). Die aus den embryonalen 
Zecken gewonnenen Zelllinien besitzen gegen über den HL-60-Zellen den Vorteil, 
dass sie empfänglich gegenüber den unterschiedlichen genetischen Varianten von 
A. phagocytophilum sind, die Anzucht dieser Zeckenzelllinien ist jedoch mit einem 
hohen Aufwand und speziellen Anforderungen an das Wachstumsmedium 
verbunden (MUNDERLOH & KURTTI, 1989). Zudem kann die Etablierung einer 
Infektion in solchen Zelllinien mit A. phagocytophilum mit einer 
Inkubationsperiode von mehreren Wochen bis zum Auftreten der ersten „Morulae“ 
einhergehen (MUNDERLOH et al., 1999; DYACHENKO et al., 2013). In der 
vorliegenden Arbeit wurden aus diesem Grund HL-60-Zellen für die Experimente 
verwendet (Anhang, Abb. A4), welche sich ebenfalls für die Diagnostik von HGA, 
sowie für die routinemäßige in-vitro-Kultivierung verschiedener humanpathogener 
Stämme von A. phagocytophilum etabliert haben. Die schnelle Wachstumsrate und 
die Permissivität der Zellen gegenüber A. phagocytophilum ermöglichen eine 
rasche Vermehrung des Erregers, verbunden mit der Anreicherung einer hohen 
Anzahl an Bakterien in der Zellkultur (CARLYON, 2005). Jedoch zeigte sich in 
den anfänglichen Versuchen, dass es nicht in allen HL-60-Zellkulturen zu einer 
Ausbreitung und Vermehrung von A. phagocytophilum kam. Ein entscheidendes 
Kriterium ist dabei die Expression des PSGL-1-Rezeptors auf der Oberfläche der 
humanen promyeloischen Zellen, über den der Eintritt des Pathogens in die 
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Wirtszellen vermittelt wird. Ein Verlust des Rezeptors in der Zelllinie führt zu einer 
stark reduzierten Empfänglichkeit gegenüber A. phagocytophilum (HERRON et al., 
2000). Im Rahmen der Studie wurden daher die Zellkulturen zusätzlich mittels 
antikörpervermittelter Immunfluoreszenzfärbung auf die PSGL-1-Expression 
untersucht. Zelllinien mit einem nur schwachen oder ohne ein positives Signal 
wurden verworfen und nicht für die Versuche verwendet (Abb. 11). Nach Selektion 
der PSGL-1 positiven HL-60-Zellen ließen sich in den Kulturen erfolgreich eine 
Infektion mit A. phagocytophilum etablieren.  
 
 
 
 
Abbildung 11: Expression des PSGL-1-Rezeptors auf der Zelloberfläche 
Vergleich zweier HL-60-Stämme mittels Differentialinterferenzkontrast (DIC) 
und Immunfluoreszenzfärbung. 
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Weiterhin wurden für neue Infektionen nur Zellkulturen mit einer niedrigen 
Passage verwendet (< P60), um eine Überalterung der Zellen zu vermeiden, welche 
zu einer gesteigerten spontanen Differenzierung der HL-60-Zellen und somit zu 
einer Limitierung der Zellproliferation führen kann (COLLINS, 1987). Eine 
erhöhte terminale Differenzierung der promyeloischen Zellen wurde ebenso für 
Suspensionen mit hoher Zelldichte beschrieben, sodass die Wirtszellkulturen 
während der Anzucht und der Inokulation mit A. phagocytophilum auf eine 
Konzentration von 2,0 - 5,0 x 105 Zellen/ml eingestellt wurden (ATCC, 2018). 
Weiterhin wurde während der Versuche beobachtet, dass die Kryokonservierung 
von infizierten HL-60-Zellen mit einem signifikanten Verlust der Bakterien 
einhergehen kann. Aufgrund der morphologischen Eigenschaften von 
A. phagocytophilum können die beim Einfrieren und Auftauen wirkenden Kräfte zu 
einer Schädigung der Erreger führen (LIN & RIKIHISA, 2003). Es wurde daher 
beim Einfrieren besonders auf eine rasche und sorgfältige Arbeitsweise geachtet 
und die Proben schrittweise abgekühlt, um eine kontrollierte Abkühlungsrate 
von -1°C pro Minute zu gewährleisten. Das als Kryokonservierungsmittel 
eingesetzte Dimethylsulfoxid (DMSO) besitzt bei Raumtemperatur eine 
zytotoxische Wirkung (BRAYTON, 1986) und wurde deshalb direkt nach Auftauen 
mittels Zentrifugation entfernt, um eine Schädigung der Bakterien und eine 
Beeinflussung der Wirtszellen zu vermeiden. Ebenso ist für ein optimales 
Wachstum in Zellkultur ein stabiles Milieu in Form des Zellkulturmediums 
erforderlich (MUNDERLOH et al., 1996). Während der Dauer der 
Infektionsversuche ließen sich jedoch bei längerer Aufbewahrung des 
Zellkulturmediums Schwankungen hinsichtlich des pH-Wertes feststellen, 
weswegen eine wiederholte Kontrolle des pH-Wertes vor Nutzung stattfand. 
Zudem wurde zusätzlich 0,1 % Bicarbonat für eine längere Stabilisierung des 
Mediums eingesetzt. Da A. phagocytophilum jedoch eine hohe Sensitivität gegen 
osmotische Einflüsse besitzt, wurde vor der Zusammensetzung des Mediums die 
Osmolarität berechnet und überprüft. Eine weitere Herausforderung bei der 
Vermehrung von A. phagocytophilum stellen die großen Zellkerne der HL-60-
Zellen dar, welche nach Giemsa-Färbung zur routinemäßigen Bestimmung der 
Infektionsrate die intrazellulären „Morulae“ überdecken können. Bei der 
Bewertung einer vorliegenden Infektion wurde dies berücksichtigt, um die 
bakteriellen zytoplasmatischen Inklusionen nicht mit den ebenfalls basophilen 
Nucleoli zu verwechseln (CHEN et al., 1994; CARLYON, 2005). 
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A. phagocytophilum ist ein herausforderndes, obligat intrazelluläres Bakterium. Die 
erfolgreiche Etablierung einer Infektion ist von den oben genannten Faktoren 
abhängig. Fehler in der Handhabung können schnell zu einem Abfall der 
Infektionsrate und zu einem Zellverlust führen. Für die Anzucht von 
A. phagocytophilum für in-vivo-Infektionsversuche muss zudem beachtet werden, 
dass es bei längerer Passage in Zellkultur sowie in immunkompetenten Mäusen zu 
einem Verlust der Infektiösität kommt. Die Kultivierung in SCID-Mäusen bietet 
eine entsprechende Möglichkeit diese zu erhalten (HODZIC et al., 1998b; 
BORJESSON & BARTHOLD, 2002).  
2. Strukturelle Besonderheiten und Aufreinigung von 
Anaplasma phagocytophilum 
Für eine Vielzahl mikrobieller Untersuchungen im Labor wie Proteomanalysen, 
Antigencharakterisierungen oder Infektionsversuche werden intrazelluläre Erreger 
nach der Vermehrung in vitro aus den Zellkulturen isoliert (CARLYON, 2005). Die 
Auswahl der Methoden zur Wirtszelllyse und zur Entfernung des Zelldebris sind 
dabei abhängig von der Zellwandstruktur der Bakterien und den morphologischen 
Eigenschaften der für die Anzucht verwendeten Zellen. Bei Gram-negativen 
Bakterien spielen für gewöhnlich die Peptidoglykanschicht (Murein) und die LPS 
bei der Stabilisation der Zellhülle und bei der Aufrechterhaltung der Zellstruktur 
eine wichtige Rolle (BENSON, 1998; HÖLTJE, 1998). Im Gegensatz dazu zeigten 
Genomsequenzanalysen von A. phagocytophilum, dass keine codierenden Gene für 
Lipid A und für die Peptidoglykan-Synthese im Erbgut vorhanden sind (LIN & 
RIKIHISA, 2003). Die Reduktion der Mureinschicht ermöglicht die Ausbildung 
einer flexibleren Zellhülle und damit eine Anpassung an die räumlich begrenzte, 
intravakuoläre Entwicklung in den Wirtszellen. Weiterhin wird davon 
ausgegangen, dass durch die Entwicklung in den Leukozyten und der damit 
verbundenen Exposition gegenüber immunologischen Erkennungsmechanismen 
ein Selektionsdruck zur Reduktion der Peptidoglykanschicht und LPS entstand 
(OTTEN et al., 2018). Eine Rückbildung dieser Zellwandbestandteile, welche 
charakteristische pathogen-assoziierte Strukturen enthalten, ermöglichte damit eine 
Verringerung des Risikos von spezifischen Rezeptoren des angeborenen 
Immunsystems erkannt zu werden. Diese besonderen morphologischen 
Eigenschaften zur Anpassung an die intrazelluläre Entwicklung führen jedoch 
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ebenfalls zu einer hohen Sensitivität von A. phagocytophilum gegenüber 
osmotischen Veränderungen und mechanischen Stress (RIKIHISA, 2011). So kann 
der Zellinnendruck nur aufrechterhalten werden, da der Erreger im Zytoplasma der 
Wirtszellen einem isotonischen Milieu und damit geringeren osmotischen 
Belastungen ausgesetzt ist (SILHAVY et al., 2010). Ähnliche Beobachtungen 
wurden ebenfalls für E. chaffeensis berichtet, welche wie A. phagocytophilum 
elektronenmikroskopisch eine pleomorphe Struktur mit einer dünnen äußeren 
Membran besitzen (RIKIHISA, 1991, 1999). Die DCs und RCs von 
A. phagocytophilum sind dabei mit den analogen Erscheinungsformen von 
Ehrlichia chaffeensis vergleichbar (POPOV et al., 1998; ZHANG et al., 2007). Im 
Unterschied zu anderen Gram-negativen Bakterien mit zweiphasigen, 
intrazellulären Entwicklungszyklus, wie Chlamydia pneumonia 
(ABDELRAHMAN & BELLAND, 2005) oder Coxiella burnetii (MCCAUL & 
WILLIAMS, 1981), sind Anaplasma spp. und Ehrlichia spp. äußerst empfindlich 
gegenüber mechanischem Stress und osmolaren Veränderungen, bedingt durch das 
Fehlen der Lipopolysaccharide und der Peptidoglykanschicht (LIN & RIKIHISA, 
2003). Anhand der unterschiedlicher Genexpression und des Peptidoglykan-
Stoffwechsels werden A. phagocytophilum und E. chaffeensis der Peptidoglykan-
negativen Gruppe zugeteilt, während Coxiellen zur klassischen und Chlamydien 
zur intermediären Peptidoglykangruppe zählen (OTTEN et al., 2018). Die 
Freisetzung von Coxiella burnetii und Chlamydia pneumonia aus infizierten Zellen 
kann durch Gefriertauen oder durch den Einsatz von deionisiertem Wasser erfolgen. 
Bei beiden Methoden wirken starke Kräfte auf die Wirtszellen ein und führen so 
zum Aufbrechen der Zellwand und damit zur Freisetzung der Erreger (THIELE, 
1992; HENNING & STING, 1999). Im Gegensatz dazu müssen für Erreger der 
Peptidoglykan-negativen Gruppe schonendere Methoden zur Wirtszelllyse 
eingesetzt werden, um Schädigungen der bakteriellen Zellhülle zu vermeiden. Das 
„syringe lysis“-Protokoll ist dabei eine weit verbreitete Methode zur Aufreinigung 
von A. phagocytophilum aus Wirtszellen. Im Vergleich zur Freisetzung der Erreger 
unter Einsatz eines Gewebsomogenisators mit Stößel erfolgt eine gleichmäßige 
Lyse der Wirtszellen beim Durchfluss der Zellsuspension durch die Kanülen. Dabei 
konnten Troese und Carlyon anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
erstmals zeigen, dass beide Entwicklungsformen (DCs und RCs) nach 
Aufreinigung mittels „syringe lysis“ aus HL-60-Zellen unversehrt erhalten werden 
konnten. (TROESE & CARLYON, 2009). Dies wurde im Rahmen weiterer Studien 
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ebenfalls bestätigt (HUANG et al., 2010a; HUANG et al., 2010b). Weiterhin ist 
beschrieben, dass durch den Einsatz von Ultraschall die Wirtszellen lysiert werden 
können. Allerdings führen die für zum Aufbrechen der Zellwand benötigten 
Ultraschallwellen zu einer Schädigung der fragilen RCs von A. phagocytophilum, 
weswegen diese Methode nur für die Anreicherung von DCs für Infektionsversuche 
verwendet werden kann (FELSHEIM et al., 2006). 
In der vorliegenden Studie wurde der Einsatz des Mineralsands „rock tumbler grit“ 
zur Freisetzung von A. phagocytophilum aus HL-60-Zellen getestet. Der Einsatz 
dieses optimierten Protokolls ermöglicht dabei eine vereinfachte Handhabung der 
Proben und einen geringeren instrumentellen Aufwand. Die Methode wurde 
erstmal zur Gewinnung von A.-phagocytophilum-DNA aus Zeckenzellkulturen und 
zur Isolierung von E. chaffeensis, welche ebenfalls in Zeckenzelllinien angezüchtet 
wurden, eingesetzt (CHENG et al., 2013). Zudem wurde ein Protokoll unter Einsatz 
von „rock tumbler grit“ verwendet, um A. phagocytophilum für einen 
Infektionsversuch aus HL-60-Zellen zu isolieren (WANG et al., 2015). Es war 
jedoch nicht bekannt, ob der Einsatz des Mineralsandes zur Lyse der Wirtszellen 
zu einer Schädigung der Erreger, speziell der fragilen RCs führt. Analog der 
ultrastrukturellen Darstellung von Troese und Carlyon zeigten die 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen im Rahmen dieser Studie, dass die DCs 
und RCs von A. phagocytophilum nach Anwendung des optimierten von „rock 
tumbler grit“-Protokolls intakt erhalten werden konnten. (Fig. 1, Publikation, 
Seite 36). Die Zählung lebender Bakterien nach Immunfluoreszenzfärbung ergab 
dabei eine Steigerung der Anzahl isolierter Bakterien um den Faktor 1,7 - 2,4 im 
Vergleich zum „syringe lysis“-Protokoll, was auf eine effektivere Wirtszelllyse und 
auf geringere Verluste beim Handling während der Aufreinigung zurückzuführen 
ist. Diese Ergebnisse wurden zusätzlich mittels real-time PCR durch einen Anstieg 
der aus Zellkultur extrahierten bakteriellen DNA im gleichen Verhältnis bestätigt 
(Anhang, Tabelle A1). Eine relative Quantifizierung der Menge an freigesetzter 
bakterieller DNA fand dabei über die Etablierung eines artifiziellen Standards statt, 
über den eine Standardkurve errechnet wurde (Anhang Abb. A2). Zusätzlich konnte 
gezeigt werden, dass durch den Einsatz von Filtern im Vergleich zur 
Differentialzentrifugation zur Entfernung von Zelldebris mehr bakterielle DNA 
erhalten werden kann. Dafür erfolgte die Lyse infizierter Zellkulturen einheitlich 
mit der gleichen Methode - entweder „syringe lysis“ oder „rock tumbler grit“ - und 
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im Anschluss wurde der Zelldebris mittels Zentrifugation oder Filtration entfernt 
und die Menge an isolierter bakterieller DNA mittels real-time PCR verglichen 
(Anhang, Tabelle A2). Mikroskopische Aufnahmen zeigten, dass kleinere 
Zellkomponenten und geringe Mengen an Zelldebris in den wirtstellfreien 
Präparationen der Erreger verbleiben können. Daher wurden für die anschließenden 
Infektionsversuche parallel uninfizierte HL-60-Zellen auf die gleiche Art und 
Weiße behandelt und aufgereinigt und für die Inokulation naiver Zellkulturen 
verwendet. So konnte im Vergleich bei den Infektionen neuer Zellkulturen ein 
Einfluss auf die Infektionsraten durch die verbliebenen Zellbruchstücke 
ausgeschlossen werden. In der Literatur ist eine Dichtezentrifugation 
(Ultrazentrifugation) mit unterschiedlichen Renografiekonzentrationen für die 
Aufbereitung hochaufgereinigter Präparationen wirtszellfreier Erreger beschrieben 
(CARLYON, 2005). Allerdings besitzen verschiedene Zellkomponenten z.B. 
Mitochondrien die gleiche Dichte und eine ähnliche Größe wie A. phagocytophilum 
und eine vollständige Fraktionierung der Bakterien von Wirtszellbestandteilen ist 
daher nicht gewährleistet. Für immunologische Untersuchungen müssen daher auch 
für hochaufgereinigte Ansätze isolierter Erreger die oben beschriebenen Kontrollen 
mitgeführt werden, um unspezifische Reaktionen oder Einflüsse durch Zelldebris 
ausschließen zu können. 
Um die Infektiösität in vitro nach der Aufreinigung zu überprüfen, wurden naive 
Zellkulturen mit wirtszellfreien Präparaten von A. phagocytophilum infiziert. Die 
Isolierung der Erreger erfolgte dabei in parallelen Ansätzen, unter Einsatz der 
„syringe lysis“- und der „rock tumbler grit“-Methode. Die naiven Zellkulturen 
wurden anschließend mit den jeweiligen gewonnenen Erregersuspensionen infiziert 
und über die Anfertigung von Zytospinpräparaten täglich auf die Präsenz von 
„Morulae“ untersucht (Anhang, Tabelle A4). Der Verlauf der Infektion und die 
Infektionsrate wurden zusätzlich mittels Durchflusszytometrie detektiert (Fig. 3, 
Publikation, Seite 38). In alle Zellkulturen konnten Infektionen am ersten oder 
zweiten Tag post infectionem lichtmikroskopisch nachgewiesen werden. In den 
Kulturen, welche mit dem nach „rock tumbler grit“-Protokoll hergestellten 
Ansätzen infiziert wurden, zeigte sich in den ersten Tagen eine größere Anzahl an 
infizierten HL-60-Zellen. Nach Einsetzen der logarithmischen Wachstumsphase 
kam es innerhalb von 5 - 7 Tagen zu einer vollständigen Infektion und zu einer Lyse 
der Wirtszellpopulation. Ein ähnlicher Infektionsverlauf ist auch für andere 
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humanpathogene Stämme von A. phagocytophilum beschrieben (YOSHIIE et al., 
2000). Für die Infektion naiver Kulturen wurde in allen Experimenten eine 
Multiplicity of Infection (MOI) von 1:1 angewendet (MOI 1:1 = Anzahl der für die 
Aufreinigung verwendeten infizierten Zellen im Verhältnis zu der Anzahl naiver 
Zellen) (BORJESSON, 2008). Trotzdem wurden bei den Versuchen 
Schwankungen der anfänglichen Infektionsrate 24 h post infectionem beobachtet. 
Diese Beobachtung wird auf einen unterschiedlichen Entwicklungsstand der 
Erreger zum Zeitpunkt der Entnahme für die Aufreinigung bzw. Infektion 
zurückgeführt. Es wurde gezeigt, dass die DCs infektiös sind und die in die 
Wirtszelle eindringen können, während die RCs zum Zeitpunkt der 
Genomreplikation vorliegen (TROESE & CARLYON, 2009). Die Infektionsrate 
einer Zellkultur wird nach Giemsa-Färbung über die Anzahl an Zellen mit 
sichtbaren „Morulae“ bestimmt. Lichtmikroskopisch lassen sich dabei jedoch nicht 
die DCs von den RCs unterscheiden. So können Zellkulturen mit gleicher 
Infektionsrate eine unterschiedliche Anzahl an infektiösen DCs besitzen, wodurch 
es bei Infektionen von naiven Zellkulturen auch zu einer unterschiedlichen Anzahl 
neu infizierter Zellen kommen kann. Auch die gleichzeitige Infektion einer Zelle 
mit mehreren Bakterien könnte zu unterschiedlichen Infektionsraten in den ersten 
Tagen post infectionem führen.  
Die kulturelle Anzucht von A. phagocytophilum erfolgt im Labor meist unter 
Verwendung der humanen promyelotischen Leukämiezelllinie (HL-60), eine 
Vermehrung des Erregers kann jedoch ebenfalls in Zeckenzelllinien stattfinden 
(CARLYON, 2005; MASSUNG et al., 2006b). Das „rock tumbler grit“-Protokoll 
wurde zudem schon verwendet um E. chaffeensis aus Zeckenzellkulturen zu 
isolieren (WANG et al., 2017). Genau wie A. phagocytophilum zählt E. chaffeensis 
zu der Peptidoglykan-negativen Gruppe. Da beide Spezies eine sehr ähnliche 
Zellmorphologie sowie Replikationszyklus besitzen liegt die Vermutung nahe,  
dass die „rock tumbler grit“-Methode ebenfalls zur Aufreinigung von 
A. phagocytophilum aus Zeckenzellen verwendet werden kann. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Freisetzung von A. phagocytophilum aus Zeckenzellen jedoch 
nicht getestet und muss in weiteren Experimenten erst bestätigt werden. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Verwendung des 
Siliziums-Carbid-Gemisches „rock tumbler grit“ eine effektive Methode zur Lyse 
der Wirtszellen darstellt. Dabei ist das Verfahren schonend genug um sowohl die 
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DC und die RC Form von A. phagocytophilum intakt zu erhalten. Das optimierte 
„rock tumbler grit“-Protokoll führt im Vergleich zur „syringe lysis“-Methode zu 
einer höheren Ausbeute an freigesetzten Bakterien und ermöglicht gleichzeitig eine 
schnellere und vereinfachte Handhabung der Zellkulturproben, verbunden mit 
einem geringeren apparativen Aufwand. Zusätzlich wird das Infektionsrisiko durch 
versehentliche Stichverletzungen durch Kanülen eliminiert und bietet damit eine 
zuverlässige und sichere Methode zur Präparation von wirtszellfreien Ansätzen mit 
A. phagocytophilum. 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 
Anaplasma phagocytophilum ist ein durch Zecken übertragenes, Gram-negatives 
Bakterium und Auslöser der granulozytären Anaplasmose. Der Erreger besitzt ein 
breites Wirtsspektrum und zeichnet sich in seinen eukaryotischen Wirten durch 
einen Zelltropismus zu neutrophilen Granulozyten aus. Zur Anpassung an die 
obligat intrazelluläre Entwicklung hat A. phagocytophilum eine spezielle 
Morphologie der Zellwand ausgebildet. Durch den Verlust der 
Peptidoglykanschicht und von Lipopolysacchariden ist eine dünne, elastische 
Zellhülle entstanden, welche eine räumlich angepasste Vermehrung der Bakterien 
in den zytoplasmatischen Vakuolen ermöglicht und zudem Schutz vor den 
Erkennungsmechanismen des angeborenen Immunsystems bietet. Allerdings geht 
diese strukturelle Besonderheit mit einer erhöhten Sensitivität gegenüber 
mechanischem Stress, wie Ultraschall, Einfrieren oder Auftauen einher, sowie einer 
geringen Belastbarkeit gegenüber osmotischen Veränderungen. Die Kultivierung 
von A. phagocytophilum und die anschließende Isolierung des Pathogens aus der 
Zellkultur für weiterführende Untersuchungen sind daher mit besonderen 
Anforderungen verbunden. 
Für die Isolierung intrazellulärer Bakterien aus der Zellkultur werden verschiedene 
mechanische Methoden verwendet. Aufgrund der Sensitivität von 
A. phagocytophilum gegenüber äußeren Einflüssen werden besonders schonende 
Techniken, wie das „syringe lysis“-Protokoll, für die Freisetzung der Erreger 
verwendet. Dieses Standardprotokoll ist jedoch mit einem hohen zeitlichen und 
instrumentellen Aufwand verbunden. Für eine effektivere und einfachere 
Aufbereitung von A. phagocytophilum aus der routinemäßig verwendeten humanen 
promyeloischen Leukämiezelllinie (HL-60) wurde in der vorliegenden Arbeit eine 
Methode unter Verwendung des Mineralsands „rock tumbler grit“ angewandt und 
überprüft. Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde dabei die 
bakterielle Struktur, insbesondere die der Zellhülle, nach Aufreinigung der Erreger 
aus den Wirtszellen untersucht. Die ultrastrukturellen Darstellungen zeigten, dass 
beide morphologischen Entwicklungsformen von A. phagocytophilum – „dense-
cored cells“ und „reticulate cells“ – mit einer intakten physischen Integrität isoliert 
werden konnten. Im weiteren Verlauf der Studie wurde ein quantitativer Vergleich 
der beiden Aufreinigungsprotokolle „syringe lysis“ und „rock tumbler grit“ mittels 
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Immunfluoreszenzfärbung und real-time PCR durchgeführt. So ergab die 
Auszählung vitaler, wirtszellfreier Bakterien nach Anwendung der „rock tumbler 
grit“-Methode eine Steigerung um den Faktor 1,7 - 2,4 im Vergleich zum „syringe 
lysis“-Protokoll. Dieses Resultat spiegelte sich auch in den Ergebnissen der real-
time PCR wider, welche einen Anstieg der isolierten bakteriellen DNA um den 
Faktor 1,6 - 2,9 bei Verwendung des „rock tumbler grit“-Protokolls zeigten. 
Zusätzlich wurden die freigesetzten Erreger im Anschluss für die Infektion naiver 
HL-60-Zellen verwendet, um die in-vitro-Infektiösität zu überprüfen. Die Analyse 
der Infektionsrate erfolgte mittels Durchflusszytometrie und bestätigte, dass die 
größere Anzahl an freigesetzten Erregern ebenfalls in einem höheren Anteil neu 
infizierter Wirtszellen resultierte. 
Zusammenfassend lassen sich die Ergebnisse dieser Studie durch eine effektivere 
Wirtszelllyse, geringe Verluste bei der Handhabung der Proben und eine optimierte 
Entfernung von Zelldebris über Filtration beim Einsatz des „rock tumbler grit“-
Protokolls erklären. Zudem ermöglicht das optimierte Protokoll im Vergleich zur 
ansonsten häufig verwendeten herkömmlichen „syringe lysis“-Methode eine 
schnellere und vereinfachte Bearbeitung der Proben und reduziert das 
Infektionsrisiko durch versehentliche Verletzungen bei der Verwendung von 
Kanülen. Der Einsatz des „rock tumbler grit“-Protokolls stellt somit eine effektive 
und sichere Methode zur Aufreinigung von A. phagocytophilum aus HL-60-Zellen 
dar. Die erweiterte Anwendung der „rock tumbler grit“-Methode zur Aufreinigung 
von A. phagocytophilum aus verschiedenen Zeckenzelllinien könnte dabei 
Gegenstand zukünftiger Experimente sein, um wirtszellfreie Bakterien für 
verschiedene Untersuchungen zur Erreger-Wirts-Interaktion zu isolieren.
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VI. SUMMARY 
Anaplasma phagocytophilum is a tick-borne, Gram-negative bacteria and the 
causative agent of granulocytic anaplasmosis. The pathogen can infect various 
species of livestock, companion animals and also humans and shows a strong cell 
tropism to neutrophil granulocytes within eukaryotic host cells. The loss of 
peptidoglycan layer and lipopolysaccharides results in a thin and more flexible 
envelope of the cell, which enables the replication of bacteria in small cytoplasmatic 
vacuoles and the protection against different recognition mechanisms of the host 
innate immune system. However, this particular structure of the cell wall leads to 
an extreme sensitivity towards mechanical stress like such as sonication, freezing 
or thawing, and osmolarity changes. Thus, cultivation and subsequent isolation of 
A. phagocytophilum from cell cultures for a variety of in vitro-applications are 
associated with special requirements. 
Different mechanical methods are widely used for bacterial purification. Due to the 
fact that A. phagocytophilum is very sensitive to changes of the osmolarity and 
mechanical stress, different less damaging methods such as „syringe lysis“ are used 
to obtain host cell-free bacteria. The „syringe lysis“-protocol is a basic method to 
recover A. phagocytophilum from cell cultures but it is associated with high effort 
and instrumental setting. An updated semi-purification method using „rock tumbler 
grit“ was introduced in this study to increase the outcome of bacteria and to 
facilitate the procedure of host cell lysis. For this reason, the structural integrity of 
the bacteria (in particular the cell wall) was assessed by transmission electron 
microscopy. The ultrastructural analysis showed that both forms of 
A. phagocytophilum during intracellular development – “dense-cored cells” and 
“reticulated cells” – were preserved intact after the application of „rock tumbler 
grit“. Afterwards the outcome of the two purification methods „syringe lysis“ and 
„rock tumbler grit“ was compared using live/dead staining based on 
immunofluorescence to count the number of viable bacteria and real-time PCR to 
compare the amount of DNA. It became evident, that the number of viable, host 
cell-free bacteria was higher by the factor of 1.7 - 2.4 using the „rock tumbler grit“-
protocol compared to the „syringe lysis“-protocol. This result was confirmed by 
quantitative analysis based on real-time PCR, which showed an increase of bacterial 
DNA up to 1.6 - 2.9 times higher using the „rock tumbler grit“-protocol. Finally, 
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naive cell cultures of HL-60 cells were infected to see whether the bacteria were 
still equally infectious after exposure to high mechanical stress caused by lysis of 
the host cells using „rock tumbler grit“. To analyze the population of infected host 
cells flow cytometry was performed. The larger number of isolated bacteria using 
the „rock tumbler grit“-protocol lead to higher infection rates and therefore to a 
faster course of infection and finally lysis of the host cell population respectively.  
In summary the results of this study indicate that the „rock tumbler grit“-protocol 
leads to an increase of host cell-free bacteria due to an effective host cell lysis and 
only few losses of bacteria during the purification procedure. Furthermore, a higher 
yield of bacterial DNA could be obtained using filtration to remove cellular debris 
compared to centrifugation. The updated protocol facilitates the procedure for host 
cell lysis and semi-purification and allows a faster and easier handling of the 
samples. Thus, time for preparation of the samples is reduced and a minor 
instrumental effort is required. Moreover, it prevents accidental needle stick injuries 
and provides a convenient and safer way for the recovery of host cell-free bacteria 
from HL-60 cells. The application of „rock tumbler grit“ to recover 
A. phagocytophilum from different tick cell cultures could be subject of further 
experiments and might be a useful tool to isolate host cell-free bacteria for a various 
investigations of the pathogen-host interaction.
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Abbildung A1: Erstellung eines externen Standards zur Quantifizierung 
mittels real-time PCR 
Aus dem Genom des Stammes Anaplasma phagocytophilum HGE1 wurde eine 
Sequenz mit einer Länge von 108bp für das Design eines artifiziellen Standards 
ausgewählt [A]. Im Anschluss wurden über eine aufsteigende 10ner-
Verdünnungsreihe acht unterschiedliche Konzentrationen der synthetisierten 
DNA-Duplex hergestellt und in das real-time PCR – Protokoll eingesetzt [B]. Die 
Ct-Werte wurden gegen den Logarithmus der jeweiligen Ausgangskonzentrationen 
aufgetragen und die Standardkurve berechnet [C]. Dabei ergab sich ein Anstieg 
von -3,45 was einer Effizienz von 94,92 % entspricht. Bei den anschließenden 
Versuchen wurde eine Probe des externen Standards mit bekannter Konzentration 
eingesetzt, um über die hinterlegte Standardkurve die Gesamtkopienanzahl zu 
berechnen und die aufgereinigte Menge bakterieller DNA zu quantifizieren.  
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Granula 
Abbildung A2: Proteinmoleküle zur Erkennung von PAMPs 
Modifiziert nach Otten et al. (OTTEN et al., 2018) 
 
Tabelle A3: Vorkommen und Wirkung von Proteinmolekülen zur 
Erkennung von PAMPs Modifiziert nach Otten et al. (OTTEN et al., 2018) 
 
Eukaryotische 
PMN Zelle 
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